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1 RESUMEN 
 
Río Tinto es un ambiente natural ácido extremo debido a la actividad 
microbiana en el subsuelo de la Faja Ibérica Pirítica (IPB). El río tiene una gran 
cantidad de metales pesados en solución, especialmente el hierro, cuyo efecto 
tamponador permite mantener un pH ácido constante en el cauce del río. 
Uno de los nichos microbianos menos conocidos y estudiados en el sistema 
de Río Tinto y de manera general en el campo de la ecología microbiana son 
los revestimientos minerales que se depositan sobre la superficie de las rocas. 
En este ambiente poliextremo hay presentes comunidades microbianas 
interaccionando con el sustrato rocoso y que son influenciadas de manera local 
y global por el ambiente donde se ubican. 
El interés de los revestimientos enriquecidos en hierro son varios: por un 
lado su carácter altamente oxidativo, la biodiversidad presente y los ciclos 
biogeoquímicos a pequeña escala que se desarrollan sobre su superficie, lo 
que lo convierte en un microambiente de gran interés para la búsqueda de 
biomarcadores en Astrobiología. 
En esta tesis se ha caracterizado, mediante la implementación de diferentes 
técnicas de ecología microbiana, los microorganismos presentes en los 
diferentes revestimientos de roca localizados en dos ubicaciones distintas de la 
cuenca del Río Tinto con diferentes características fisicoquímicas. Los 
resultados obtenidos muestran que la actividad microbiana de la comunidad 
que se observa en los revestimientos parece que está relacionada con la 
diversidad presente, el consumo de materia orgánica para su desarrollo y la 
biodisponibilidad de N en cada sistema particular estudiado. 
 
PALABRAS CLAVE: ambiente ácido extremo, barniz de roca, biogeoquímica, 
biomineralización, diversidad microbiana, hierro, manganeso, película de hierro, 
revestimiento 
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2 INTRODUCCIÓN 
 
2.1 Revestimientos en roca 
 
 
Los revestimientos sobre roca (Rock coatings) se definen como un 
sedimento geoquímico complejo y heterogéneo debido a la deposición de 
material y a la acción (bio)química sobre el sustrato, reflejando una estrecha 
relación entre la litosfera, la biosfera, la hidrosfera y la atmósfera (Schindler and 
Dorn, 2017), que conducen a la modificación del tono y color de los paisajes 
rocosos, lo que hace que muchas veces no sea observada la coloración y 
apariencia real de las rocas (Dorn, 2013).  
La diversidad de revestimientos y las comunidades microbianas estudiadas 
en diferentes lugares refleja cómo la dinámica evolutiva ha permitido a la vida 
adaptarse a todo tipo de condiciones ambientales diferentes y poliextremas 
(Gorbushina and Broughton, 2009), siendo un ambiente susceptible de 
colonización microbiana desde hace más de 2,6 Ga (Watanabe et al., 2000). 
Cabría indicar que numerosos revestimientos han sido utilizados como lienzo 
por nuestros antepasados, realizando numerosos grabados (denominados en 
arqueología petroglifos), siendo estas obras prehistóricas el antecedente más 
cercano que se conoce a la escritura cuneiforme (Bradley et al., 1994). 
 
2.1.1 Antecedentes y tipos de revestimiento 
 
La primera descripción científica de revestimientos sobre rocas fue realizada 
por Alexander von Humboldt en el siglo XIX en su libro Personal Narrative of 
Travels to the Equinoctial Regions of the New Continent During the Years 1799-
1804 (Humboldt, 1852). Von Humboldt dedujo correctamente que la cubierta 
negra de las rocas en el río Orinoco (Venezuela) era una acumulación rica en 
Mn. 
También Charles Darwin en su libro Natural history and geology de 1878 
observó y describió finos revestimientos sobre rocas en sus expediciones a 
Sudamérica (Darwin, 1878). Ya en el siglo XX, los recubrimientos de roca han 
sido estudiados de manera sistemática en múltiples disciplinas (Gorbushina 
and Broughton, 2009). 
Estos recubrimientos que se observan depositadas sobre las rocas pueden 
encontrarse en una gran multitud de superficies litológicas expuestas, que van 
desde una escala microscópica a una escala planetaria, en cualquier tipo de 
meteorización terrestre, con condiciones fisicoquímicas muy diversas y en 
multitud de entornos geológicos, bioclimáticos y antropogénicos distintos (Dorn, 
2013). 
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Las descripciones de diferentes tipos de revestimientos de roca en la 
literatura reflejan su gran variedad y características particulares (tabla 1). De 
todos ellos, este trabajo se centrará en los revestimientos que están altamente 
enriquecidos en hierro: los barnices de roca y las películas de hierro. 
 
Tabla 1: Descripción de distintos tipos de revestimientos de roca (modificado de Dorn, 
2013). 
Nombre del 
revestimiento 
Descripción 
Película o barniz 
de hierro 
Compuesto fundamentalmente por óxidos de hierro e 
hidróxidos, en más de tres cuartos su composición. 
Comunmente son clastos enterrados en el subsuelo que han 
quedado expuestos superficialmente 
Barniz rocoso  
(o barniz de roca) 
Minerales de arcilla, óxidos de Mn y Fe en cantidades variables 
junto a elementos traza, con rango de colores variable de 
negro a naranja debido a las diferentes cantidades de los 
óxidos 
Sílice glaseado 
De un color blanco claro y brillante está compuesto 
fundamentalmente por sílice amorfo y aluminio y a veces 
acompañado con algo de hierro 
Corteza de 
carbonatos 
Compuesto principalmente por carbonatos precipitados, 
normalmente CaCO3 y a veces MgCO3 
Corteza de 
nitratos 
Revestimientos de Ca(NO3)2 y KNO3. Sus ubicaciones son en 
cuevas y refugios rocosos en zonas de piedra caliza 
Corteza de 
oxalates 
Formado por oxalatos de calcio y silicio con concentraciones 
variables de magnesio, aluminio, fósforo, azufre, bario y/o 
manganeso. Se forman cerca o sobre líquenes y normalmente 
son de un color oscuro 
Corteza de 
fosfatos 
Minerales de fosfato (ej. fosfatos de hierro o apatita) mezclados 
con arcillas y a veces manganeso. Muchas veces se derivan 
de la descomposición de excrementos de pájaros 
Corteza de 
sulfatos 
Compuesto por la superposición de sulfatos (ej. yesos, baritina) 
en la roca. No se debe confundir con el yeso que se deposita 
sedimentariamente 
Corteza de sales 
Precipitación de cloruros (NaCl, KCl) en las superficies rocosas 
(ej. Tirez; depresión del Dallol) 
Revestimiento 
por litobiontes 
Los restos orgánicos y organismos presentes son el origen del 
revestimiento sobre la roca (ej. líquenes) 
Pigmento 
Material natural o artificial colocado en superficies rocosas por 
seres humanos (ej. pinturas de Atapuerca) 
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2.2 Revestimientos enriquecidos en hierro 
 
Uno de los petroglifos más famosos y conocidos del mundo, situado en el 
condado de San Juan en Utah (USA) es el llamado Newspaper Rock, unas 
obras rupestres que fueron realizados por los antiguos habitantes de 
Norteamérica (Malotki and Wallace, 2011). Estos petroglifos fueron grabados 
eliminando mediante raspado el revestimiento oscuro sobre la roca en la que 
se asientan. 
Es este revestimiento oscuro depositado sobre las rocas conocido en la 
literatura científica como barniz rocoso o barniz de roca, también llamado de 
manera equivalente barniz desértico cuando es observado en paisajes áridos, 
sitios en los que mejor ha sido estudiado este tipo de revestimiento (Dorn, 
2007). 
Básicamente un barniz de roca se puede definir como una mezcla de 
materiales con un grosor delgado de no más de 500 µm con aproximadamente 
dos tercios en su composición de minerales arcillosos cementados sobre una 
roca madre por cantidades variables de óxidos de hierro y manganeso y que 
componen típicamente alrededor de una cuarta parte de su composición, 
pudiendo presentar una textura en capas impuesta por los minerales de arcilla 
(Dorn and Oberlander, 1981; Dorn, 2007).  
La presencia de arcillas en las que se asientan los óxidos y la anomalía 
geoquímica de enriquecimiento en manganeso respecto al valor promedio que 
se encuentra en la corteza terrestre es algo que caracteriza a este tipo de 
revestimiento de roca y que permite diferenciarlo de otros revestimientos 
similares como las películas de hierro (tabla 2). 
A diferencia de los barnices de roca, las películas de hierro (iron films) se 
forman donde el agua de rocío se puede concentrar fluyendo continuamente, 
envolviendo y penetrando clastos enterrados total o parcialmente en las capas 
superficiales de suelo o en sedimentos y que cementa con la cristalización de 
los granos en vez de darse directamente sobre una superficie de roca desnuda, 
apareciendo posteriormente en pendientes que experimentan una erosión del 
suelo, quedando expuestas a la intemperie, sufriendo alteraciones químicas 
posteriores que le dan las características que se observan (Dorn and Meek, 
1995; Dorn, 2007). 
El interés de los revestimientos enriquecidos en hierro en investigación son 
muy diversos: como una potencial herramienta de datación de superficies 
rocosas (Dorn et al., 1990; Liu, 2003), como monitores ambientales para ciertos 
metales pesados (Dorn and Krinsley, 1991), el estudio de petroglifos (Dorn, 
2000) y por supuesto de gran interés en ecología microbiana (ej. Kuhlman et 
al., 2006) debido a su carácter altamente oxidante, la biodiversidad presente y 
los ciclos biogeoquímicos a pequeña escala que se desarrollan en ellos, lo que 
lo hace muy interesante de estudiar en el campo de la astrobiología (Allen et 
al., 2001; Malherbe et al., 2017). 
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Los nódulos de manganeso, aunque no puede considerarse un revestimiento 
de roca, ya que en su origen y formación no tienen una influencia atmosférica 
directa, reflejan una gran ubicuidad de los depósitos de hierro y manganeso en 
el planeta Tierra, con gran interés para tecnologías emergentes y por el 
enriquecimiento en determinados elementos que se dan en los mismos 
(Thiagarajan and Lee, 2004; Koschinsky and Hein, 2017). 
 
Tabla 2: Valores promedio (en tanto por ciento) de los componentes de diferentes tipos 
de revestimiento rocoso observados en Fontana, California, USA. 
Tipo Na2O Al2O3 SiO2 CaO TiO2 MnO Fe2O3 
Película 
de hierro 
ND 
3,84± 
0,77 
1,36± 
0,44 
0,78± 
0,06 
0,26± 
0,10 
0,86± 
0,12 
79,33± 
1,38 
Sílice 
glaseado 
0,65± 
0,34 
23,67± 
1,89 
43,15± 
2,18 
1,36± 
0,24 
ND 
2,64± 
0,06 
4,82± 
0,47 
Barniz 
de roca 
1,38± 
0,67 
12,10± 
3,12 
20,34± 
5,24 
7,94± 
8,63 
1,06± 
0,36 
17,20± 
8,79 
6,45± 
2,87 
ND: Por debajo del límite de detección. Los valores remarcados en negrita indican los 
componentes principales característicos de cada revestimiento, con más de un 5% de 
abundancia en promedio. Esos valores promedio se calcularon a partir de los datos 
procedentes de Dorn and Meek, 1995. 
 
2.3 Barnices de roca. Generalidades 
 
A pesar de su mayor estudio en ambientes desérticos debido a su fácil 
localización y a la erosión mediada por el viento que puede favorecer su 
formación inicial, los barnices de roca pueden encontrarse en ambientes muy 
diversos (Dorn, 2013). La categorización y clasificación de barnices de roca de 
diferentes lugares es difícil debido a su heterogeneidad y a las condiciones 
fisicoquímicas particulares donde se forman, pero las principales observaciones 
realizadas por primera vez de manera detallada por la química analítica Celeste 
Engel y el geomorfólogo Robert Sharp a mediados del siglo XX, y los 
posteriores estudios de investigación de barnices de roca en diferentes lugares 
permite resumir en estos puntos principales las principales características que 
se observan en los barnices de roca (Engel and Sharp, 1958; Dorn, 2007; 
Macholdt et al., 2017): 
 
■ Los elementos principales son Si, Al, O y cantidades variables de Fe y 
Mn. Si y Al comprenden la mayor parte de la deposición de barniz de 
roca, consistente con minerales de arcilla cristalinos como la illita, la 
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montmorillonita o arcillas similares, pudiendo tener una mezcla de varios 
tipos de arcilla, siendo estas arcillas habitualmente encontradas en todo 
tipo de ambiente. 
 
■ Los óxidos de hierro y manganeso comprenden típicamente de un cuarto 
a un tercio del barniz de roca, con una alta variabilidad local tanto en su 
abundancia a escala microscópica como a escala métrica. Este hecho 
refleja la influencia de numerosas interacciones en su formación. La 
birnesita [(Na, Ca, K)0,6 (Mn+4, Mn+3)2O4 · 3/2 H2O] y minerales de la 
familia de la birnesita como la manganita (MnOOH) o la pirolusita (MnO2) 
suelen ser los principales minerales de manganeso que aparecen en 
barnices de roca estudiados. En el caso de los óxidos de hierro, los 
principales minerales que se observan son tres: la goetita [α-FeO(OH)], 
la chamosita férrica [(Fe+2)5Al(AlSi3O10)(OH)8] y la hematita (Fe2O3), 
siendo la hematita la más abundante en los barnices de roca estudiados. 
Estos óxidos se pueden encontrar en estructuras laminares impuestas 
por la deposición de los minerales de arcilla sobre la superficie de la 
roca en la que se asientan. 
 
■ La heterogeneidad de un barniz se refleja en la abundancia y presencia 
de elementos menos abundantes que los nombrados anteriormente. En 
orden decreciente de concentración, éstos tienden a ser Ca, Mg, Na, K, 
Ti, P, S y Ba. Mg, K y Ca y se correlaciona su presencia con las arcillas, 
por los intercambios de cationes que ocurren típicamente en la 
formación de estructuras cristalinas. 
 
□ Como elementos menores, los más abundantemente encontrados 
son Cu, Ni, Zr, Pb, V, Co, La, Y, B, Cr, Mo, Zn, Ag, Ga (Wayne et 
al., 2006). 
 
■ Ciertos elementos y trazas de metales pesados se correlacionan con los 
óxidos de Mn y Fe debido a las propiedades de los oxihidróxidos que 
estos elementos forman. Por esta razón, el Ca se correlaciona 
positivamente con la presencia de Mn, probablemente debido a la 
capacidad de los oxihidróxidos de Mn y Fe para incorporar iones de Ca+2 
alrededor de su estructura cristalina (Raymond et al., 1993), aunque 
suele estar subenriquecida en los barnices con respecto a los valores 
promedios de la corteza continental superior (UCC). El Ba también se ha 
relacionado con la presencia de Mn y con la presencia de S como 
nanocristales de sulfatos de bario. El Ti se relaciona con el Fe en granos 
detríticos de titanomagnetitas (Dorn et al., 1990; Mancinelli et al., 2002), 
y elementos como el Ni y Pb, también parece tener correlación como 
resultado de la adsorción preferencial de cargas positivas en los 
cristales. 
 
La comunidad científica considera que la clave de la formación de los 
barnices de roca está en explicar la cantidad de Mn que tienen, un elemento 
normalmente traza en suelos y rocas (Dorn, 2007), ya que la relación de 
abundancia Mn:Fe en el barniz varía en algunos casos desde una proporción 
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algo inferior a 1:1 a un 50:1, una proporción que se sitúa muy por encima de lo 
que se encuentra en la corteza terrestre, de 1:60 en promedio (Dorn, 2007). 
Se han propuesto varios modelos conceptuales para explicar la formación de 
los barnices, y que implican mecanismos bióticos y/o abióticos (figura 1) en el 
que las variaciones del pH en el barniz, el agua disponible y los 
microorganismos presentes pueden tener un importante papel al permitir 
solubilizar y/o precipitar compuestos, manteniendo al final al manganeso y al 
hierro en una condición inmóvil en el barniz como óxidos, permitiendo que 
éstos se acumulen a lo largo del tiempo (Dorn, 2007). 
Sin embargo, los diferentes modelos tienen distintos problemas para 
sostenerse por sí mismos. El modelo abiótico es altamente problemático, ya 
que requiere de fluctuaciones rápidas en el pH para permitir la solubilización, 
concentración y precipitación de los óxidos. Aunque explica las características 
botroidales observadas, si las fluctuaciones no son rápidas, la acción 
continuada de los H+ acabaría disolviendo el manganeso y el hierro del barniz, 
y además no explica la acumulación de elementos traza ni la menor cantidad 
de Mn (III) en los óxidos como cabría esperar si el modelo abiótico fuera el más 
probable (Tebo et al., 2004; Thiagarajan and Lee, 2004; Dorn, 2007). 
La actividad biológica puede ser un mejor candidato para la formación de los 
barnices (Dorn and Oberlander, 1981). Numerosos microorganismos son 
capaces de oxidar el manganeso y el hierro (Tebo et al., 2005; Weber et al., 
2006) y se ha descrito la presencia de comunidades microbianas en barnices 
de roca de diferentes lugares con una cierta similitud funcional (ej. Kuhlman et 
al., 2006; Kuhlman et al., 2008; Northup et al., 2010; Esposito et al., 2015; 
Alnaimat et al., 2017; para ver con más detalle las comunidades microbianas 
estudiadas en barnices de roca, ir a la figura 65, apéndice A). También se han 
publicado estudios sobre la posible transferencia electrónica extracelular entre 
minerales semiconductores y sus comunidades bacterianas (Ren et al., 2019). 
Pero la sola presencia de microorganismos no es indicativa de que por sí 
mismos sean los responsables directos de la formación del barniz, ya que 
encontrar microorganismos en el barniz no prueba que juegen un papel en la 
formación de éste (Gorbushina et al., 2001). De hecho, revestimientos ricos en 
manganeso similares en apariencia al barniz de roca terrestre se han 
identificado en rocas marcianas ubicadas en el cráter Gale por el instrumento 
ChemCam en el rover Curiosity (Lanza et al., 2014), y esta observación puede 
reforzar la inclusión de parámetros abióticos en la formación del barniz de roca. 
Los componentes orgánicos en los barnices, más allá de extracciones de 
ADN, no han sido bien estudiados por las limitaciones de la cantidad de barniz 
presente en una muestra (Perry and Kolb, 2004). Se han reportado en barnices 
rocosos la presencia de pequeñas cantidades de materia orgánica (Dorn and 
Oberlander, 1981, 1982; Dorn, 2007) aunque otros barnices tienen mayor 
cantidad de materia orgánica, con aminoácidos libres y péptidos como el barniz 
del desierto de Phoenix, y que pueden jugar un papel en la estabilización del 
barniz (Perry et al., 2003). 
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Figura 1: Modelos conceptuales propuestos para la formación de los barnices de 
roca. A) Enriquecimiento abiótico debido a interacciones de soluciones ácidas que 
separan el Mn+2 permitiendo las condiciones oxidantes de la roca concentrarlo. B) 
Interacciones entre arcilla y microorganismos donde la formación del barniz empieza 
con la oxidación y concentrado del Mn. Los eventos hídricos en el sistema disuelven a 
escala nanométrica los óxidos de Mn, generando estructuras estratificadas en los 
desiertos como consecuencia de los pocos eventos hídricos que padece el barniz. Los 
restos de bacterias cementan con las arcillas formando parte la materia orgánica del 
sistema. C) Los litobiontes y/o sus remanentes orgánicos (esporas, biofilms…) realizan 
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el papel principal de la deposición del barniz al concentrar óxidos y oxihidróxidos de 
Mn y Fe. D) La disolución del sílice a ácido silícico de partículas minerales 
transportadas y depositadas en la superficie del revestimiento puede ser debido a la 
actividad biológica, y este proceso engloba a la materia orgánica, aerosoles, partículas 
de polvo y/o microorganismos presentes, depositándose a lo largo del tiempo (Perry 
and Kolb, 2004). Imágenes extraídas de Dorn, 2007 y texto modificado de Dorn, 2007. 
 
Aparte de encontrarse en el barniz de Phoenix aminoácidos clásicos, como 
lisina, valina o glicina, también se encuentran aminoácidos inusuales como la 
β-Alanina o el ácido γ-aminobutírico, conocidos por formarse en procesos de 
descarboxilación enzimática, por lo que queda clara la presencia de 
componentes biogénicos en, al menos, algunos barnices (Perry et al., 2003). 
También la presencia de enantiómeros como la D-alanina o el D-glutámico 
es consistente con la composición química del peptidoglicano de las bacterias 
gram positivas. Sin embargo, otras moléculas de interés microbiológico como el 
ácido diaminopimélico no se han detectado. Este compuesto forman parte del 
peptidoglicano de bacterias gram negativas, por lo que debería detectarse 
fácilmente si los microorganismos crecen de manera activa a lo largo del 
tiempo sobre el barniz, por lo que junto con las observaciones de diversidad 
realizadas en barnices de roca en las que las comunidades microbianas tienen 
una mayor abundancia de bacterias gram positivas sugiere que estos 
microorganismos puedan estar potencialmente más implicadas en los barnices 
que las bacterias gram negativas (Perry et al., 2003; Perry and Kolb, 2004). 
Y la presencia relativamente alta de aminoácidos lábiles como la serina o la 
treonina puede revelar una actividad más reciente de los microorganismos 
presentes en barniz de roca y que sea la comunidad microbiana más casual en 
el barniz y que por tanto no se implique activamente en su formación, algo que 
puede tener relación con los valores negativos encontrados en el cociente 
δ13C/δ12C, típico de material orgánico sedimentado. Aunque procesos 
biológicos como la fotosíntesis también puede generar esos valores (Perry et 
al., 2003; Perry and Kolb, 2004; Vitoria et al. 2004). 
Junto a estos análisis de aminoácidos y derivados, también ha tenido éxito la 
extracción de lípidos mediante la técnica FAME aplicado al barniz de roca y el 
suelo cercano al barniz en el desierto de Mojave, California (Schelble et al., 
2005). 
Los resultados del trabajo de Schelble y colaboradores revelaron una mayor 
presencia en el barniz de lípidos correspondientes a bacterias gram positivas y 
hongos respecto a las gram negativas, apoyando los resultados anteriormente 
mencionados en el barniz del desierto de Phoenix (Perry et al., 2003). Sin 
embargo, esta tendencia se observó también en el suelo analizado alrededor 
del barniz, por lo que los investigadores concluyeron que los resultados 
obtenidos a partir de la composición lipídica no apoyaba la hipótesis de que la 
comunidad microbiana sea la que lidere la formación del barniz de roca y que 
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esa variedad de microorganismos observada sea debida al azar y corresponda 
únicamente a que sea un hábitat aceptable para su desarrollo. 
Probablemente sea una combinación de los modelos presentados en la 
figura 1 en función de las particularidades en donde se ubique un barniz de 
roca y el azar lo que mejor explique la formación de los barnices de roca, pero 
sigue vigente el debate sobre su biogenicidad. 
 
2.3.1 Química y mineralogía 
 
A continuación se comentarán aspectos generales de la química y la 
mineralogía en el barniz de roca de los dos elementos principales que 
componen y caracterizan a este tipo de revestimiento: el manganeso y el 
hierro. 
  
2.3.1.1 Manganeso 
 
El manganeso (https://www.mindat.org/min-11478.html), un micronutriente 
esencial para los seres vivos, puede encontrarse en la naturaleza con los 
estados de oxidación +2, +4,  y de manera menos habitual, +7. En contacto con 
oxígeno precipita de manera lenta como dióxido de manganeso y su presencia 
suele estar asociada al hierro (Dorn, 2007). De hecho, los depósitos más 
abundantes de óxidos de manganeso se encuentran en la profundidad de los 
océanos como nódulos de ferromanganeso, cuyos tamaños oscilan de 0,5-25 
cm de diámetro y que se estima que pueden cubrir en promedio hasta un 25% 
de los fondos oceánicos (Koschinsky and Hein, 2017). 
Las reacciones redox entre Mn (II) y Mn (IV) están fuertemente gobernadas 
por el pH (Shihua et al., 1994). En aguas naturales, la oxidación del Mn (II) 
requiere valores de pH > 8,5 para oxidarse homogéneamente en semanas o 
meses sin asistencia de la actividad microbiana (Dorn, 2007). Esta tasa de 
oxidación puede incrementarse por la presencia de abundantes oxihidróxidos 
de Fe presentes en los barnices, pero la oxidación abiótica catalizada por los 
oxihidróxidos de Fe resultaría en la formación de oxihidróxidos de Mn (III), que 
no se encuentran de manera abundante en las muestras de barnices de roca 
estudiados (Tebo et al., 2004; Dorn, 2007). 
El Mn (II) es la forma soluble más importante en aguas naturales. Ya que el 
Mn (III) es menos estable termodinámicamente, el Mn (IV) es el principal 
oxihidróxido de Mn que puede encontrarse en el barniz de roca, con una 
valencia promedio entre +3,8 y +3,9 tal y como se muestra en la reacción 1 
(McKeown y Post, 2001): 
 
Mn2+ + 1/2 O2 + H2O → MnO2 + 2 H+  [1] 
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Un hecho interesante en la oxidación del Mn (II) a Mn (IV) es que la reacción 
no sucede directamente en un solo paso, sino en dos (Hem and Lind, 1983). 
Primero precipita como un oxihidróxido (MnOOH) y a partir de éste forma 
óxidos de Mn tetravalentes, como el MnO2 y en la que el Mn(III) actúa de 
precursor tal y como se puede apreciar en la voltametría cíclica en 2 M de 
ácido sulfúrico, en el que se observan dos picos anódicos, siendo el primero 
más agudo que el segundo, indicando que la oxidación del Mn (II) soluble a 
MnO2 ocurre en dos pasos (Niijer et al., 2000), tal y como propone el 
mecanismo de transferencia electroquímica ECE (Svir et al., 2005) en el que el 
producto de una primera reacción de transferencia electrónica está involucrado 
en la siguiente reacción química, formando un compuesto más fácil de reducir 
(u oxidar) que la especie inicial. 
Así pues, el Mn (III) puede sufrir una dismutación espontánea a 
concentraciones altas de ácido como se aprecia en las reacciones 2 y 3 
(Shihua et al., 1994; Niijer et al., 2000): 
 
2 Mn3+ ↔ Mn2+ + Mn4+  [2] 
 
O bien puede ser hidrolizado a un oxihidróxido intermediario, el MnOOH, con 
la participación del H2O: 
 
Mn3+ + 2 H2O ↔ MnOOH + 3 H+  [3] 
 
Y posteriormente el producto intermediario, el oxihidróxido MnOOH, puede 
ser oxidado a MnO2 como se ha comentado anteriormente, que a su vez puede 
ser atacado en condiciones ácidas, siendo la reacción global del proceso la 
reacción 4: 
 
MnO2 + 4 H+ + 2 e- → Mn2+ + 2 H+ [4] 
 
Lo que se observa es que en condiciones químicas controladas de 
laboratorio la reducción de depósitos de MnO2 es dependiente de la 
concentración de ácido en el electrolito de la solución (Shihua et al., 1994), y se 
forman grandes cantidades de MnO2 cuando la acidez se reduce; es decir que 
una alta acidez inhibe la deposición de MnO2 mientras que una baja acidez 
incrementa la tasa de deposición, como podemos apreciar en las reacciones 1-
4 (Niijer et al., 2000). 
En cuanto a la mineralogía, más de 30 especies minerales han sido 
validadas (https://www.mindat.org/min-26664.html), estando muchas veces 
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asociadas con otros minerales como el cuarzo, la calcita, la goetita o la 
hematita.  
La mayoría de los óxidos de Mn naturales suelen tener tamaños 
nanométricos y poco cristalinos, especialmente en suelos y sedimentos (Dixon 
and White, 2002), lo que dificulta su identificación por técnicas como el XRD, 
por la extensa dilución que presenta donde se deposita. Su identificación sólo 
es posible si están concentradas como revestimientos (manganos) 
suficientemente grandes o nódulos (Barrón and Torrente, 2013). 
De todas las especies minerales de manganeso descritas, las comúnmente 
encontradas en barnices de roca son la birnesita y la pirolusita (tabla 3), 
aunque esto no excluye que otros óxidos de manganeso estén presentes 
(Macholdt et al., 2017). 
 
Tabla 3: Datos cristalográficos y estructurales de los principales óxidos de manganeso 
Mineral 
Fórmula (se indica el estado 
de oxidación del Mn) 
Sistema 
cristalino 
Estructura 
cristalina 
Manganita Mn+3 OOH Monoclínico 
 
Birnesita 
(Na, Ca, K)0,6 (Mn+4, Mn+3)2 O4 · 
1,5 H2O 
Monoclínico 
 
Pirolusita Mn+4 O2 Tetragonal 
 
En la estructura cristalina, el óxido de Mn se representa en marrón y las partículas en 
azul son las posibles impurezas que puede incorporar la estructura al cristalizar (tabla 
modificada de Barrón and Torrente, 2013) 
 
Para terminar, es interesante remarcar en este punto que el peróxido de 
hidrógeno (H2O2) es altamente reactivo con óxidos de manganeso como el 
MnO2, siendo éste un excelente catalizador que descompone el peróxido de 
hidrógeno en agua y oxígeno (Omar, 2014; reacción 5), lo que puede hacer al 
barniz de roca un excelente protector de la radiación UV (Allen et al., 2001). 
 
2 H2O2 → 2 H2O + O2  [5] 
 
2.3.1.2 Hierro 
 
El hierro es uno de los elementos más abundantes en la Tierra, el cuarto 
más abundante de la corteza terrestre y un elemento relativamente abundante 
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en el universo tras el H, He y Li. No en vano en cosmología es un elemento 
fundamental, puesto que es el elemento más pesado que puede formarse por 
la fusión termonuclear en las estrellas masivas (Cornell and Schwertmann, 
2003). 
La oxidación y reducción microbiana del Fe (II) / Fe (III) es un componente 
fundamental de los ciclos biogeoquímicos, y necesario como cofactor de 
numerosas enzimas fundamentales, que además influyen en los ciclos de otros 
elementos como el nitrógeno. Es por ello que se puede convertir en un 
importante factor limitante del crecimiento al ser su disolución en medios no 
ácidos limitada. Y por ello los organismos han desarrollado mecanismos y 
estrategias para secuestrar el hierro e incorporarlo a las células como el uso de 
sideróforos (Weber et al., 2006). 
El hierro puede encontrarse en la naturaleza en forma reducida (+2) o en 
forma oxidada (+3), y dependiendo de las condiciones ambientales, el Fe 
puede formar compuestos estables con el estado divalente o trivalente (Cornell 
and Schwertmann, 2003). 
A valores de pH neutro o básico, el hierro existe como mineral insoluble. La 
solubilidad del hierro se incrementa conforme el pH desciende y por debajo de 
un pH ≈ 4 el Fe (II) existe principalmente en forma soluble, siendo estable en 
solución acuosa incluso en presencia de oxígeno, evitando su precipitación 
(Barrón and Torrente, 2013). Además el Fe (III) tiene un fuerte efecto 
tamponador del pH en condiciones ácidas (reacción 6), gracias a la acción del 
ión férrico, Fe (III), en solución: 
 
Fe3+ + 3 H2O ↔ Fe (OH)3 + 3 H+  [6] 
 
Lo que explica que el pH de ambientes como río Tinto (Huelva, Andalucía) 
sea de un valor constante entorno a ≈ 2,3 (Amils et al., 2014). 
También el Fe (II), que en solución puede formar Fe(OH)+, tiene la 
capacidad de absorber la radiación en el rango de los 200-400 nm, generando 
la formación de ión férrico, Fe (III) (ecuación 7) y que se considera relevante en 
el eón Arcaico ya que, en ausencia de una capa de ozono, pudo ser un eficaz 
mecanismo de fotoprotección (Posth et al., 2013). De hecho esta fotoprotección 
del Fe (II) ha sido evaluada como muy eficaz en experimentos de laboratorio, 
permitiendo la actividad fotosintética en condiciones altamente estresantes 
para las cadenas de transporte de electrones de estos organismos (Gómez et 
al., 2007). 
 
Fe2+ + 2 H+ + h·v  → 2 Fe3+ + H2  [7] 
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En cuanto a la mineralogía, el conocimiento detallado de la estructura 
cristalina, la morfología y el tamaño de los óxidos de Fe es crucial para 
entender muchas de sus propiedades, incluyendo el color, la solubilidad, 
capacidad de adsorción, o la reactividad de las nanopartículas de óxidos de 
hierro (Banfield and Zhang, 2001; Cornell and Schwertmann, 2003; Barrón and 
Torrente, 2013). 
Esencialmente la transformación de los óxidos de Fe puede ser a través de 
dos mecanismos diferentes: por un lado mediante la precipitación del Fe (II) o 
Fe (III) debido a la meteorización de la roca o por biomineralización (excepto la 
hematita) y por otro lado mediante la conversión de un precursor de óxido de 
Fe por disolución y reprecipitación (Cornell and Schewertmann, 2003; Barrón 
and Torrente, 2013). 
Las reacciones de hidrólisis, oxidación, deshidratación, deshidroxilación, 
redisolución y cristalización potencialmente involucradas son de una gran 
complejidad donde la hematita y la goethita son los óxidos de Fe más comunes 
por su mayor estabilidad termodinámica (tabla 4). 
Su precursor inicial habitualmente es la ferrihidrita, un óxido de hierro de 
estructura cristalina amorfa debido a la gran cantidad de moléculas de H2O en 
su estructura (tabla 4). La agregación, disolución, deshidratación y/o 
restructuramiento molecular acaban por transformar la ferrihidrita en otros 
óxidos de hierro más estables (Barrón and Torrente, 2013). 
 
Tabla 4: Datos cristalográficos y estructura de los principales óxidos de hierro 
Mineral Fórmula 
Sistema cristalino / 
Tipo de suelo presente 
Estructura 
cristalina 
Ferrihidrita Fe10O14(OH)2 · n H2O 
Hexagonal / 
Aguas estancadas, 
sedimentos, gleys…  Amorfa 
Goetita α-FeOOH 
Ortorómbico /  
Aerobio y anaerobio 
 
Magnetita Fe3O4 
Cúbico / 
Anaerobio 
 
Hematita α-Fe2O3 
Trigonal / 
Aerobio 
 
En la estructura cristalina, el hierro se representa de color rojo, amarillo o gris en 
función del estado de oxidación que posee (rojo Fe+3, amarillo Fe+2, gris Fe+2/ Fe+3. 
Tabla modificada de Cornell and Schewertmann, 2003 y Barrón and Torrent, 2013. 
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2.3.2 Características micro- y macromorfológicas de los barnices 
 
El barniz de roca puede tener un acabado opaco, mate o brillante con un 
color de negruzco a marrón o anaranjado en función de la mayor o menor 
cantidad de manganeso presente. Las variaciones climáticas locales alteran 
profundamente las características morfológicas de los barnices rocosos, donde 
la abundancia de polvo atmosférico y la composición química de la zona en la 
que se ubican constituyen un factor importante en la composición final de 
elementos que se observa en estos revestimientos (Dorn, 2007). 
Los barnices poseen micromorfologías que van desde un rango laminado a 
botroidal debido a los óxidos que poseen (Macholdt et al., 2017). La escasez de 
polvo permite agrupaciones de óxidos en el barniz, favoreciendo las formas 
botroidales. En cambio, una gran abundancia de polvo conlleva una tendencia 
a la acumulación de Mn alrededor de los centros de nucleación, produciendo 
micromorfologías más laminadas (Dorn, 2007). 
Partículas de materia orgánica y/o inorgánica pueden sedimentar en las 
depresiones morfológicas debido a la irregularidad de la superficie del 
revestimiento, permitiendo tras su transformación mediante acción biológica y/o 
química la formación de una amplia variedad de otros minerales encontrados 
en muestras de barniz tales como feldespatos o magnetita (Dorn, 2013). 
Otros factores también pueden influir en la micromorfología, como el tipo 
específico de arcilla, la abundancia de manganeso en las partículas de polvo, 
los tipos de organismos epilíticos o la abrasión de la superficie expuesta 
ambientalmente por la exposición directa a la luz y/o partículas de polvo (Dorn, 
2007). 
 
2.3.3 Clasificación de los barnices 
 
La heterogeneidad de los barnices ha hecho que se clasifiquen de forma 
muy diversa, empezando por observaciones geoquímicas simples que 
muestran que el barniz de las piedras en los desiertos difiere del barniz 
presente en superficies rocosas que intermitentemente sufre inundaciones en 
ambientes hídricos (Lucas, 1905). 
Solo recientemente se ha propuesto un primer intento serio de clasificación 
(Macholdt et al., 2017) que ha llevado a una subdivisión en categorías de los 
barnices de roca, como puede observarse en la tabla 5, proponiéndose 
subdividirlos en cinco tipos y categorizarlos según la mayor o menor presencia 
de ciertos elementos y por los cocientes de la composición de elementos que 
pueden encontrarse en las muestras (Mn/Ba, Al/Ni, Mn/REY, Mn/Ce, Mn/Pb, 
La/Yb y Ce/Ce*). Esta clasificación excluye a revestimientos como los nódulos 
de manganeso que se observan en los fondos de aguas dulces y océanos, ya 
que al tratarse de un medio sin la participación e influencia directa de la 
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atmósfera, por definición no se puede considerar que sea un barniz de roca 
(Macholdt et al., 2017). 
 
Tabla 5: Categorización de los barnices de roca en función de su estructura y 
composición química 
Tipo Ambiente Estructura Ce Ba Mn Pb Mn/Ba Ce/Ce* 
Total 
REEs 
I 
Desiertos 
áridos 
Laminación 
bien definida 
+++ +++ ++ ++ +/++ +++ +++ 
II Semiárido 
Sin 
laminación 
+++ +++ +++ ++ +/++ +++ +++ 
III Semiárido 
Sin 
laminación 
+ + +++ - +++ + + 
IV 
Áreas 
urbanas 
Sin 
laminación 
- + + +++ ++ - - 
V 
Húmedo, 
zonas de 
salpicadura 
Laminación 
discontínua 
- + +/- +/- ++ - + 
En negrita se indican los valores que destacan y caracterizan a cada tipo de barniz. 
Tabla modificada de Macholdt et al., 2017. 
 
2.3.3.1 Tipo I 
 
Se localizan en regiones desérticas áridas y muestran estructuras de grano 
fino laminadas con partículas de polvo mineral de entre 1 a 10 nm. Siempre, y 
de manera clara, en este barniz se observa que se alternan capas de arcillas 
ricas en Mn y Fe de manera paralela a las laminaciones en la superficie de la 
roca huésped, pudiendo reflejar fluctuaciones de gran interés para estudios 
paleoclimáticos (Dorn, 1990). Junto con la observación de las capas alternadas 
ricas en Mn y Fe, se observan diferentes tipos de grano mineral con distinta 
composición elemental, probablemente debido al transporte de polvo por el 
viento y que ha quedado erosionado y embebido en la matriz del barniz. 
Se observa una correlación positiva entre la fracción de masa de Ce con la 
fracción de masa del Mn y todas las muestras poseen una anomalía positiva de 
Ce (Ce/Ce* = 1,5-3,8).  
También poseen una alta cantidad de elementos de tierras raras (REEs), el 
cual está más enriquecido con respecto al material polvoriento que se puede 
recolectar en los alrededores, así como una alta fracción de masa del elemento 
Ba, todas ellas claras señas de identidad de este tipo de barniz. 
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2.3.3.2 Tipo II 
 
Como el tipo I, también se encuentran en ambientes desérticos áridos y en 
ambientes semiáridos con grandes áreas ricas en hierro. No se detectan 
estructuras definidas en capa a diferencia del barniz tipo I y el espesor del 
revestimiento es por lo general más grande. 
Químicamente pueden diferenciarse del tipo I comparando las abundancias 
de Ce y Mn, cuyos valores se dispersan más. La composición de elementos es 
similar al tipo I pero difiere en mayores cantidades de Co, Cu y menores de Cr. 
La fuerte correlación positiva existente entre el Ce y el Mn, los altos valores 
en enriquecimiento de Ce y la presencia de partículas más grandes en la matriz 
que las de tipo I indica que algunas tienen una tasa de crecimiento más rápida 
que los barnices de tipo I. 
 
2.3.3.3 Tipo III 
 
Como el tipo I, se pueden encontrar en regiones áridas y como el tipo II, 
también en áreas semiáridas. Se ha argumentado que la presencia de grandes 
cantidades de minerales de Mn botroidal depositado es el resultado producido 
por cambios en la estructura mineral a lo largo del tiempo (Macholdt et al., 
2015). 
Las zonas de las rocas con mayor abundancia de barniz muestran un tapiz 
botroidal enriquecido en Mn y Ca. Se observa una gran cantidad de birnesita 
hexagonal, quizá indicando una génesis biológica, junto a una más reciente 
formación respecto a los barnizes de tipo I o II. 
Poseen altas fracciones de Mn y valores bajos de Pb y Ba. Se distinguen de 
los barnices tipo I, II y V comparando los cocientes Al/Ni vs. Mn/Ba, Mn/REY 
vs. Mn/Ba y se puede distinguir del tipo IV comparando el Mn vs. Pb y un bajo 
enriquecimiento de REEs con respecto al polvo del suelo adyacente. 
 
2.3.3.4 Tipo IV 
 
Son recolectados en regiones con influencia urbana significativa. Muestra 
una estructura diferente a otros tipos de barniz, con una alta tasa de 
crecimiento posiblemente debido a que su origen es por una influencia indirecta 
antrópica a diferencia de los otros tipos de barnices. 
Algunas de las muestras analizadas reflejan que su barniz es grueso 
encajonado por una matriz rica de Mn con una estructura botroidal. Se observa 
en el SEM una cierta estratificación pero que no llega a formar capas 
laminadas bien definidas como en el Tipo I. 
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A pesar de que la composición química particular puede variar según la zona 
recolectada, muestran unas cantidades de Pb que se sitúan significativamente 
por encima de los otros tipos de barnices (0,2-1,4%). Pueden distinguirse de 
los barnices de tipo I y II comparando el Ce vs. Mn y de los barnices tipo III y V 
por la comparación entre el Pb y el Mn. 
 
2.3.3.5 Tipo V 
 
Este barniz está influido por ambientes hídricos, en zonas donde puede 
incidir el agua sobre la roca (salpicaduras en márgenes de ríos, cataratas…). El 
revestimiento de roca descrito por von Humboldt (Humboldt, 1852) pertenece a 
este tipo de barniz, aunque es de los menos estudiados en la literatura 
científica. 
Su color puede variar desde negro a marrón claro según la cantidad de 
hierro y manganeso presente en el barniz, el cual puede ser muy variable. 
Probablemente la alta variabilidad de los barnices tipo V es debido a que la 
fuente de los elementos del barniz está en el agua del río en el que se asienta 
por lo que es asumible pensar que en su formación y desarrollo juega un papel 
muy importante la hidrología del sistema. 
Esa gran heterogeneidad hace que la comparativa entre diversos elementos 
no la ubiquen de manera consistente como un tipo concreto a diferencia de los 
otros tipos de barniz, siendo incluidos en este grupo por exclusión respecto a 
los otros tipos de barniz. 
Las comparaciones de los cocientes de Al/Ni vs. Mn/Ba y de los cocientes 
Mn/REY vs. Mn/Ba los sitúan como barnices intermedios entre los tipos I y II vs. 
los tipos III y IV, aunque dadas las peculiaridades de este tipo de barniz de 
roca, puede llevar a confusión y englobarse una muestra como otro tipo de 
barniz teniendo en cuenta únicamente los cocientes de los elementos. La 
comparación entre Pb y Mn es la única que permite, por exclusión, determinar 
que un barniz de roca puede ser de tipo V y no de tipo IV, al igual que sucede 
al comparar el barniz tipo IV contra el tipo I, II y III por su contenido de Pb y Mn. 
Pueden observarse capas laminares discontinuas de Mn, Fe y Ca en el SEM 
aunque esta característica está en discusión pues no sucede con todas las 
muestras catalogadas como tipo V. Algunos elementos químicos como el Co, 
Th, V, Cs, Rb o Ti pueden encontrarse subenriquecidos, al tener valores que se 
encuentran significativamente por debajo de las cantidades que pueden 
encontrarse en la corteza continental superior y en otros tipos de barnices de 
roca. 
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2.4 Río Tinto 
 
Río Tinto se ubica en Huelva, Andalucía. Nace en Peña de Hierro, en pleno 
corazón de la Faja Ibérica Pirítica (IPB), una entidad geológica localizada en la 
zona sur oeste de la península Ibérica (figura 2). 
Es un ambiente natural extremo inusual debido a su acidez (pH ≈ 2,3), 
longitud (≈ 92 km), alta concentración de metales pesados ([Fe] > 20 g/l) y con 
una gran diversidad microbiana, siendo considerado un excelente análogo 
geoquímico y mineralógico de Marte (Fernández-Remolar et al., 2005; Amils et 
al., 2014). 
El clima de la zona por donde transcurre el río es mediterráneo cálido con 
una temperatura promedio de +17 ºC y una precipitación media anual de 45 
mm, con un periodo seco que abarca de Mayo a Septiembre y otro húmedo de 
Octubre a Marzo, lo que le proporciona una clasificación climática Csa en la 
escala de Köppen-Geiger (https://es.climate-data.org/europe/espana/ andalucia 
/minas-de-riotinto-564382/). Al no ser las precipitaciones en la zona constantes, 
la evaporación estacional de agua conduce a la formación de jarosita y 
schwertmanita, lo que provoca que el pH del río se mantenga constante debido 
al efecto tampón del ión férrico en solución (Fernández-Remolar et al., 2003; 
Amils et al., 2014). 
La IPB donde transcurre la cuenca del río posee una extensión de 250 km 
de longitud y 70 kilómetros de ancho (figura 2), formada por la acción 
hidrotermal durante la orogénesis Herciniana (Fernández-Remolar et al., 2003) 
siendo uno de los mayores depósitos de sulfuros metálicos conocidos en el 
mundo y explotado por los seres humanos desde hace más de 5000 años 
(LeBlanc et al., 2000).  
Compuesto principalmente por pirita y calcopirita (Tornos, 2006), la 
disolución de estos minerales debido a la actividad microbiana existente de 
biopelículas activas en el subsuelo de la IPB es la causante de la presencia de 
la elevada concentración de hierro que se observa en la cuenca del Río Tinto 
(Escudero et al., 2018; Escudero, tesis 2018). 
 
2.4.1 Sistema acuático 
 
El sistema acuático del Río Tinto es el más simple microbiológicamente 
(figura 3), algo razonable teniendo en cuenta que el flujo del río promueve la 
homogeneidad en el sistema. El 80% de la diversidad procariota presente en la 
columna de agua lo componen principalmente tres géneros de 
microorganismos del dominio Bacteria y que son miembros del ciclo del hierro: 
Acidithiobacillus, Leptospirillum y Acidiphilium.  
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Figura 2: Cartografía geográfica de la cuenca de río Tinto. A) Ubicación general del 
río en la península Ibérica. B) Dominios en la cuenca del río: la zona norte, el área de 
transición y el área estuaria. C) Mapa detallado de la zona norte. Los puntos indicados 
del 1 al 5 corresponden a ubicaciones habituales de muestreo en investigaciones 
realizadas en la cuenca del río: 1) origen del río (Peña de Hierro); 2) Alto de la Mesa; 
3) las Zarandas; 4) Berrocal; 5) La Palma del Condado. Imagen y texto de Fernández-
Remolar et al., 2003. 
 
Acidithiobacillus es capaz de oxidar el hierro aeróbiamente (al igual que 
Leptospirillum) o bien reducirlo en condiciones anaerobias, acoplándolo a la 
oxidación de azufre. Acidiphilium puede utilizar el ión férrico como aceptor final 
de electrones de la cadena respiratoria impulsada por la degradación de 
materia orgánica. Otros microorganismos como Ferroplasma, Acidobacterium o 
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Metallibacterium también han sido identificados pero su bajo número sugiere 
que juegan un papel secundario en el ciclo del hierro en la columna de agua 
(Amils et al., 2014). 
El ciclo del azufre también está presente en la columna de agua (figura 3), el 
cual está principalmente gobernado por miembros del género Acidithiobacillus 
junto con bacterias sulfatoreductoras que seencuentran en menor cantidad 
(González-Toril, tesis 2002; González-Toril et al., 2003). 
También es posible identificar microorganismos englobados en distintos 
phyla: Actinobacteria (orden Acidimicrobiales), Chloroflexi, Acidobacteria o 
Firmicutes, pero no son tan abundantes en el sistema (Santofimia et al., 2013). 
 
 
Figura 3: Modelo geomicrobiológico del ciclo del Fe, S y C en la columna de 
agua de río Tinto. Extraído de González-Toril et al., 2003. 
 
2.4.2 Sedimentos 
 
La complejidad microbiana que se observa en los sedimentos es mayor que 
en la columna de agua, con una mayor densidad celular y riqueza en diversidad 
debido a la estratificación geoquímica (figura 4), lo que permite el desarrollo de 
comunidades microbianas diferentes en distintos lugares de la cuenca del río 
(Sánchez-Andrea et al., 2011; García-Moyano et al., 2012) con una gran 
importancia de los microorganismos reductores del sulfato o microorganismos 
formadores de biofilms como Metallibacterium (Ziegler et al., 2013; Amils et al., 
2014); con algo menos de abundancia del metabolismo desnitrificante, 
productoras de hidrógeno (Firmicutes) y Acidithiobacillus que controla el ciclo 
del hierro y forma parte del ciclo del azufre en el sedimento (Sánchez-Andrea et 
al., 2011; Sánchez-Andrea et al., 2012). 
También se ha descrito la presencia de actividad metanogénica (Sanz et al., 
2011) aunque la abundancia del dominio Archaea encontrada es bastante baja, 
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y restringida a dos géneros principales que no son metanogénicos (Sánchez-
Andrea et al., 2012): Ferroplasma, un acidófilo oxidador de Fe (II) (Golyshina et 
al., 2000) y Thermoplasma, un termoacidófilo heterótrofo (Ruepp et al., 2000). 
 
 
Figura 4: Modelo geomicrobiológico de los sedimentos de Río Tinto. Se indican 
los microorganismos implicados en el ciclo del Fe, S, C y N. Extraído de Sánchez-
Andrea et al., 2011. 
 
2.4.3 Subsuelo 
 
Es un ambiente oligotrófico que destaca por su oscuridad permanente y 
anaerobiosis, y se mantiene mediante procesos con un bajo rendimiento 
energético, en el que la coexistencia de diferentes actividades microbiológicas 
en los biofilms lixiviando el sustrato mineral en el que se asientan es la base 
que sustenta a estas comunidades microbianas (figura 5; Escudero et al., 2018; 
Escudero, tesis 2018). 
La diversidad de microorganismos en este ambiente es, como en la columna 
de agua y los sedimentos, mucho mayor que de Archaea, algo que ha sido 
corroborado tanto por secuenciación clásica de Sanger como por 
secuenciación masiva, por microarrays de oligonucleótidos, cultivos de 
enriquecimiento e hibridación in situ, estando ampliamente distribuidas las 
Proteobacterias, los Firmicutes y las Actinobacterias (Puente-Sánchez et al., 
2016; Escudero et al., 2018; Escudero, tesis 2018). También se han 
encontrado otros grupos de microorganismos pertenecientes a los phyla 
Acidobacteria y Chloroflexi, siendo un ambiente con una gran diversidad 
microbiana y metabólica (figura 5; Escudero, tesis 2018). 
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Figura 5: Modelo propuesto del ciclo geomicrobiológico del subsuelo de la IPB. 
Los diferentes colores hacen referencia a los ciclos del Fe, S, C y N. La actividad de 
los microorganismos lixiviando la pirita es la causante en última instancia de las 
características fisicoquímicas observadas en el río. Extraído de Escudero, tesis 2018. 
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3 OBJETIVOS 
 
Los barnices de roca y las películas de hierro son dos tipos de 
revestimientos de roca que contienen micronichos de gran interés científico por 
su carácter altamente oxidante y ciclos biogeoquímicos que se desarrollan a 
pequeña escala en su superficie, revelando la gran complejidad de 
interacciones existentes entre la litosfera, la biosfera, la atmósfera y la 
hidrosfera. 
El objetivo de esta tesis ha sido la caracterización de distintos revestimientos 
de roca identificados a lo largo del cauce del Río Tinto utilizando distintas 
metodologías complementarias con el fin de averiguar si corresponden a 
barnices de roca, lo que supondría la descripción y caracterización 
microbiológica del primer barniz de roca en un ambiente ácido extremo. Para 
observar el flujo de trabajo realizado en esta tesis, consultar la figura 10 
(apartado 4.5.6). 
Los objetivos específicos desarrollados han sido los siguientes: 
 
■ Caracterización fisicoquímica de las muestras de revestimientos de roca 
recolectadas en la cuenca de río Tinto en diferentes ubicaciones. 
 
■ Estudio de la diversidad y parámetros ecológicos de los diferentes 
taxones microbianos presentes en las comunidades microbianas de las 
muestras seleccionadas mediante la utilización de diferentes 
metodologías de ecología molecular 
 
■ Diseño de cultivos de enriquecimiento para aislar, caracterizar y 
confirmar las poblaciones microbianas de las muestras de roca 
 
■ Identificar las asociaciones de microrganismos y/o grupos de 
microorganismos con las distintas especies minerales en los distintos 
revestimientos seleccionados 
 
■ Identificar las similitudes y diferencias de los revestimientos estudiados 
con la columna de agua, los sedimentos y el subsuelo de la cuenca del 
Tinto. 
 
■ Clasificar e identificar similitudes y diferencias con revestimientos de 
roca encontrados en otros ambientes 
 
■ Establecer una hipótesis general del modelo geomicrobiológico de la 
formación, desarrollo y funcionamiento de las comunidades microbianas 
presentes en los revestimientos de roca estudiados 
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4 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
4.1 Áreas de muestreo 
 
Un total de ocho muestras fueron seleccionadas en dos localizaciones 
diferentes en la cuenca de río Tinto, tres en el área del Origen, en la sierra del 
Padre Caro (37° 43' 19,5" N; 6° 33' 04,3" W) y cinco en la zona correspondiente 
al municipio de Berrocal (37° 35' 37,1" N; 6° 33' 04,7" W), recogidas y 
almacenadas en esterilidad. Su manipulación posterior en el laboratorio se 
realizó en campana de flujo laminar con herramientas estériles. 
 
4.1.1 Zona Origen 
 
Se recogieron dos muestras de una misma unidad litoestratigráfica, la cual 
variaba en color gradualmente, siendo en su base cercana a la zona de 
contacto con el cauce del río de un color amarillento, pasando gradualmente a 
un color rojizo en la parte superior de la columna (figura 6-A). Las muestras 
fueron denominadas “Amarilla” y “Roja”, y posteriormente se renombraron 
como “Mag” y “Hem” respectivamente. También se recogió una roca situada en 
los alrededores a la zona mencionada (figura 6-B), recubierta con un llamativo 
color rojo brillante, denominada inicialmente “3” y posteriormente “Ror”. 
 
Figura 6: Muestreo en la zona del Origen. A) Unidad litoestratigráfica (Hem y 
Mag); B) Alrededores del área en la que se ubica la unidad litoestratigráfica. 
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4.1.2 Zona Berrocal 
 
Se observó que la cuenca del Río Tinto en Berrocal tiene una gran cantidad 
de cantos rodados producto de la erosión por el transporte del río. Muchos de 
ellos, como se observa en la figura 7, poseen una llamativa cobertura de color 
marrón oscuro sobre la base de color grisáceo claro de la roca madre en la que 
se deposita. 
Se recogieron tres muestras de sedimentos del río, denominadas Berr1, 
Berr2 y Berr3 (denominadas colectivamente como Berr1), recogida a unos 5, 
10-15 y 15-20 cm del margen de la orilla del río respectivamente (figura 8). 
 
 
Figura 7: Ubicación aproximada de la zona de muestreo en Berrocal. A la derecha 
puede observarse el cauce del río y a la izquierda las rocas depositadas en los 
márgenes de éste erosionadas por la acción del río. Imagen cortesía de Felipe Gómez.  
 
También se tomó una roca con esa cobertura, situada a unos 15-20 metros 
del margen del río donde se recogió el sedimento, denominada “P1” (figura 7 y 
9). Posteriormente en el laboratorio se procedió a separar la cobertura de color 
marrón respecto de la parte interna, resultando dos muestras denominadas 
                                            
1 Cada vez que se nombre una muestra se remarcará en el texto en negrita. 
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“P1Ext” y “P1Int”, así como una tercera muestra denominada “P1Mix” (figura 9) 
correspondiente al material no diferenciado entre la cobertura y la parte interna. 
Las muestras P1Int y P1Mix se utilizaron únicamente para los análisis 
mineralógicos y de composición elemental para determinar posibles diferencias 
con la muestra P1Ext. Para el resto de los análisis, se utilizó P1Ext, al cual se 
le ha denominado genéricamente P1 para simplificar. 
 
 
Figura 8: Representación de la ubicación de las muestras recogidas en la zona 
de Berrocal en el margen y en la cuenca del cauce del río. Los círculos negros 
representan las rocas y en rojo se representa el revestimiento sobre la roca.  
 
 
Figura 9: Muestra P1 recogida en Berrocal. En la imagen se indica de donde 
proceden las tres muestras obtenidas del procesado de P1. 
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También se recogieron en los alrededores del muestra P1 pequeños cantos 
redondeados que aparentemente no tenían recubrimiento. A dicha muestra se 
la denominó “N-Berrocal” (figura 7-8), y se analizó mineralógicamente y por 
composición elemental con el fin de determinar si había diferencias con P1. 
 
4.2 Caracterización mineralógica y de elementos químicos 
 
Las muestras fueron analizadas para determinar su composición química y 
mineralógica mediante diferentes técnicas: 
 
4.2.1 Difracción de rayos X (XRD) 
 
El material a analizar fue finamente molido con un mortero mecánico 
PULVERISETTE-2 de la casa comercial FRITSCH. En el caso de las muestras 
de sedimentos de la zona de Berrocal, dado su gran componente hídrico, se 
procedió previamente a secarlos durante una semana en una estufa a 40ºC. 
Los análisis de las muestras se realizaron en el centro de Astrobiología en 
un difractómetro de rayos X de polvo de la marca Seifert, modelo 3003 TT. La 
radiación que emite el equipo para el análisis es producida por un tubo de 
Cobre con radiación λ = 1,5405 Å, estando equipado con un monocromador 
secundario de grafito para la eliminación de la radiación de fluorescencia de 
fondo y de la radiación Kβ, junto con un detector de centelleo que posee un 
límite de detección entorno al 1% que permite identificar a un mineral si está en 
forma cristalina y al menos en un 1% de abundancia. El generador de rayos X 
se utilizó a un voltaje de aceleración de 40 kV y la emisión del filamento a 40 
mA, siendo las muestras escaneadas secuencialmente entre 5º y 60º 
utilizándose un paso de 0,1º cada 2 s. 
 
4.2.2 Espectrometría de masas por plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) 
 
La Espectrometría de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) 
es una técnica de análisis químico inorgánico elemental e isotópico capaz de 
determinar tanto cuantitativa como cualitativamente la mayoría de elementos 
de la tabla periódica en muestras líquidas o sólidas previo a un tratamiento de 
digestión, que en el caso de nuestras muestras se realizó mediante microondas 
de alta presión y temperatura en el Centro de Astrobiología. De las muestras 
pulverizadas se tomaron fracciones para el posterior análisis de los elementos 
presentes por ICP-MS, siendo las cantidades utilizadas en promedio de unos 
270 mg. 
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Cada muestra a digerir para el análisis junto con un blanco comercial se le 
adicionó 6 ml de HNO3, 3 ml de HF, 1 ml de HCl y 1 ml de H2O2 procedente de 
la casa comercial Merck. 
La digestión por microondas se realizó utilizando un equipo Ethos Touch 
Control Screen de Milestone con vasos de alta presión y temperatura que 
soportan hasta 100 bares de presión, realizando una digestión a una 
temperatura de 220ºC. Posteriormente las muestras se enrasaron en matraces 
aforados a 100 ml con agua ultrapura suministrada por un equipo dispensador 
de agua Milli Q. 
El procedimiento analítico seguido fue el siguiente: primero el análisis del 
blanco, seguido de un estándar externo multielemental que contiene 47 
elementos que cubren todo el rango de masas, las distintas muestras y, por 
último, un estándar de control de la deriva instrumental y posible efecto 
memoria del aparato con tal de garantizar la mayor precisión posible en el 
análisis. Los componentes y parámetros destacados del ICP-MS utilizado se 
muestran en la tabla 6. 
 
Tabla 6: Componentes y parámetros destacados del ICP-MS utilizado 
Componente / Parámetro Tipo / valor utilizado 
Nebulizador MEINHARD® pluss Glass Type C 
Spray Chamber Ciclónica a 5°C 
Conos Sampler y skimmer Níquel 
Velocidad de aspiración de la 
muestra 
350 μL/min 
RF Power 1600 W 
Inyector 2.0 mm, diámetro interno de cuarzo 
Tiempo de permanencia 50 s 
Scan Mode Peak hopping 
Mixing Tee On-line addition of internal standard 
KED Helium mode 4 l/min 
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4.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 
Para las observaciones en el SEM se procedió a recubrir con oro las 
muestras en un metalizador Bio-Rad SC502 y se analizaron en el centro de 
Astrobiología en un microscopio electrónico JEOL JSM 5600 LV con un sistema 
de lentes compuesto por un condensador de 2 etapas electromagnético y un 
objetivo de hasta 3 nm de resolución. Se aplicó un voltaje de aceleración de 20 
kV y una distancia de trabajo 20 nm. La composición de elementos 
cuantitativos en regiones de interés se determinó por un microanálisis EDX, 
utilizándose un visor INCAx con un detector Si-Li (Oxford, Inglaterra), capaz de 
detectar elementos ligeros como C u O. Los datos numéricos cuantitativos son 
referenciados por defecto como el pico más alto obtenido de cada espectro. La 
visualización del microanálisis se realizó con el software INCA v.3.04. 
 
4.4 Análisis geoquímico: 13C y 15N 
 
Para determinar la cantidad de materia orgánica y nitrógeno en las muestras 
de Hem, Mag y P1 se midieron los isótopos estables de carbono orgánico 
(δ13C) y nitrógeno total (δ15N) por espectrometría de masas isotoperatio 
(IRMS), siguiendo los métodos del USGS (Révész et al., 2012). 
Aproximadamente 1 g de muestra se homogeneizó con un mortero; 
posteriormente se añadió HCl para eliminar los carbonatos durante 24 h y se 
ajustó el pH a 7. Posteriormente el residuo obtenido se secó a una temperatura 
de 50ºC durante 72 h. y se analizó en el IRMS del Centro de Astrobiología 
(MAT 253, ThermoFisher) usando tres estándares (USGS41, IAEA-600 y 
USGS40).  
El contenido del total de carbono orgánico (TOC%) y nitrógeno total (TN%) 
se midió con un analizador elemental (HT Flash, ThermoFisher), siguiendo el 
procedimiento que se describe en Sánchez-García et al., 2019. 
Para observar y comparar el cociente de los elementos con respecto a la 
UCC, se utilizaron los datos de Rudnick de 1995 (Rudnick and Fountain, 1995), 
por la razón de que han sido utilizados en otros estudios de revestimientos de 
roca y los datos posteriores publicados (Rudnick and Gao, 2003) no reflejan 
diferencias significativas en los valores de la UCC. 
 
4.5 Caracterización biológica 
 
Se aplicaron diferentes técnicas microbiológicas con tal de describir y 
caracterizar las comunidades microbianas presentes en las muestras de 
sedimentos (Berr) y P1 de Berrocal y las muestras Hem, Mag y Ror de la zona 
del Origen. 
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4.5.1 Extracción de ADN. Métodos de extracción y optimización 
 
En este trabajo se han comparado cuatro métodos distintos de extracción de 
ADN que se han aplicado a las muestras Hem y Mag con el fin de evaluar su 
rendimiento: el clásico protocolo del Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamílico 
(Stulnig and Amberger, 1994); tampón XS (Moissl-Eichinger, 2011); PowerSoil 
DNA Isolation Kit (ThermoFisher; 12888-50 o 12888-100) y un tratamiento con 
P/EtOH previo a la utilización del PowerSoil DNA Isolation Kit, una modificación 
propuesta para muestras terrestres análogas de Marte (Direito et al., 2012). 
 
4.5.2 Análisis del ADN 
 
La concentración de ADN se midió con un NanoDrop One (ThermoFisher, 
ND-ONE). Para los geles de electroforesis, 0,5 g se disolvieron en 50 ml de 
tampón TAE 1x, procedente de una solución stock 50x quedando a una 
concentración final de un 1%, calentándose 45 s a unos 800 W. Se aplicó un 
campo eléctrico constante de 80 V durante 45 minutos. Para identificar el 
tamaño de las bandas, se utilizó un marcador de pesos moleculares (O’Gene 
Ruler 1 kb DNA Ladder, ThermoFisher, SM1163). El revelado del ADN en el gel 
se hizo con SyberGold (ThermoFisher, S11494) durante 45 minutos. 
 
4.5.3 Amplificación cuantitativa del ADN (qPCR) 
 
La PCR cuantitativa se realizó en un termobloque de Biorad CFX96 en la 
Medical  University de Graz (Austria). Para la reacción de amplificación de ADN 
de las muestras se utilizó el kit TaqMan Life Tech Gene Expression MM (tabla 
7), el cual consiste en un mastermix, un par de cebadores de PCR específicos 
de Bacteria (331F y 797R) y una sonda específica para Bacteria que emite una 
señal de fluorescencia que mide el aparato. Las condiciones de la reacción se 
muestran en la tabla 8. 
Las muestras junto con un control negativo y siete estándares con diferentes 
concentraciones de ADN procedente de Escherichia coli, cepa K12 (tabla 24, 
apéndice E) fueron utilizadas para determinar la cantidad de ADN real presente 
amplificada en las muestras y como control se realizó cada qPCR por triplicado 
con el fin de verificar el correcto funcionamiento de la reacción. Los archivos de 
salida generados fueron analizados y visualizados con el software LinReg 
qPCR2 (Ruijter et al., 2009). 
 
                                            
2 El software LinReg puede ser descargado gratuitamente en http://download.gene-
quantification.info/. 
44 
 
Tabla 7: Reactivos utilizados para la qPCR 
Componente 
Volumen  
(Total= 10 ul) 
Concentración 
final 
Sso Advanced Universal Mastermix 5 ul 1X 
10 uM Foward cebador 331F 0,8 ul 0,8 µM 
10 uM Reverse cebador 797R 0,8 ul 0,8 µM 
10 uM Sonda HEX – Bacteria 0.2 ul 0,2 µM 
DNA molde 1 ul - 
 
Tabla 8: Condiciones de la reacción de amplificación de la qPCR especificada 
por la casa comercial 
Paso Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial 95 ºC 3 min 
40 Ciclos de 
repetición 
Desnaturalización 95 ºC 3 s 
Anillado 60 ºC 30 s 
Mantenimiento 4 ºC Indefinidamente 
 
 
4.5.4 Amplificación del ADN (PCR)    
 
Se utilizaron dos kits para amplificar el ADN de las muestras. Para las 
muestras secuenciadas por el método de Sanger (Berr, Ror, Hem y Mag) se 
utilizó el kit de Invitrogen Platinum Taq DNA Polymerase (ThermoFisher, 
10966034). Para las muestras secuenciadas por Illumina Mi-Seq (P1, Hem, 
Mag y cultivos de enriquecimiento) se utilizó el kit TaKaRa PCR Amplification 
Kit (número de catálogo: R011). Los componentes del kit de Invitrogen y las 
condiciones de amplificación de la PCR se muestran en las tablas 9 y 10; en 
las tablas 11 y 12 se muestran los componentes de la PCR y las condiciones 
de amplificación del kit TaKaRa. 
Para la amplificación del ADN se utilizaron diferentes cebadores con una 
especificidad dada (tabla 13) que fueron utilizados en función de su grado de 
especificidad y el tipo de secuenciación posterior a realizar. 
Como control para las PCR, se utilizó ADN procedente de un cultivo de 
Escherichia coli (cepa Hfr) con una concentración de 15,8 ng/ul. 
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Para la PCR con cebadores específicos de Cyanobacteria (Nübel et al., 
1997) se utilizó como control positivo el ADN extraído de la cianobacteria 
planctónica Microcystis aeruginosa (cepa UAM-265) con una concentración de 
50,8 ng/ul. Como control negativo complementario, se realizó una reacción 
dePCR usando el ADN de Escherichia coli comentado anteriormente. 
 
Tabla 9: Componentes del kit de amplificación de ADN de Invitrogen 
Componente Volumen (Total= 25 ul)* Concentración final 
10X Buffer PCR, - Mg 2,5 ul 1X 
50 mM MgCl2 0,75 ul 1,5 mM 
10 mM dNTP mix 0,5 ul 0,2 mM cada dNTP 
10 uM cebador forward 0,5 ul 0,2 µM 
10 uM cebador reverse 0,5 ul 0,2 µM 
Template 0,5 ul - 
Platinum Taq DNA pol 0,1 ul 1 U 
* Agua-PCR hasta completar el volumen de 25 ul. 
 
Tabla 10: Condiciones de amplificación utilizando el kit de Invitrogen (para la 
posterior secuenciación con Sanger) 
Paso Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial 94ºC 2 min 
35 Ciclos de 
repetición 
Desnaturalización 94ºC 30 s 
Anillado * 30 s 
Extensión 72ºC 1 min por kb 
Extensión final 72ºC 5 min 
Mantenimiento 4ºC Indefinidamente 
* La temperatura de anillado varió en función de los cebadores utilizados. Se utilizó 
una temperatura de 55ºC para las diferentes reacciones, excepto para la segunda y 
tercera PCR de la muestra Mag en las que se utilizó una menor temperaura de 
anillado: 52,7 y 51,5ºC respectivamente. 
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Tabla 11: Componentes del kit de amplificación de ADN TaKaRa 
Componente Volumen (Total= 30 ul)* Concentración final 
10X Buffer PCR, + Mg 3 ul 1X 
20 mg/ml BSA 1,5 ul 1 mg/ml 
10 mM dNTP mix 2,4 ul 0,2 mM cada dNTP 
10 uM cebador forward 0,9 ul 3 µM 
10 uM cebador reverse 0,9 ul 3 µM 
Template 0,5 ul - 
ExTaq Polymerasa 0,1 ul 1 U 
* Agua-PCR hasta completar el volumen de 30 ul. 
 
Tabla 12: Condiciones de amplificación utilizando el kit de Invitrogen (para la 
posterior secuenciación por Illumina) 
Paso Temperatura Tiempo 
Desnaturalización inicial 94ºC 3 min 
35 Ciclos de repetición 
Desnaturalización 94ºC 45 s 
Anillado 50ºC 1 min 
Extensión 72ºC 1,5 min 
Extensión final 72ºC 10 min 
Mantenimiento 4ºC Indefinidamente 
 
Tabla 13: Cebadores utilizados en las diferentes PCR realizadas 
Nombre Secuencia (5’ →  3’) 
Secuenciación / 
Especificidad* 
Referencia 
Arq3F TTCCGGTTGATCCTGCCGGA Sanger /  A 
Giovannoni et 
al., 1988 
Bac27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Sanger / B Lane, 1991 
Cya359F GGGGGATYTTCCGCAATGGG Sanger / Cy 
Nübel et al., 
1997 
U515F GTGYCAGCMGCCGCGGTAA Illumina / U 
Parada et al., 
2016 
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U806R GGACTACNVGGGTWTCTAAT Illumina / U 
Apprill et al., 
2015 
Cya781R 
(a)** 
GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT Sanger / Cy 
Nübel et al., 
1997 
Cya781R 
(b)** 
GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT Sanger / Cy 
Nübel et al., 
1997 
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT Sanger / U Lane, 1991 
* A= Arquea; B= Bacteria; Cy=Cyanobacteria; U= Bacteria y Arquea (universal para 
procariotas) 
** Mezclados equimolarmente 
 
 
4.5.5 Clonaje, secuenciación Sanger y tratamiento bioinformático 
 
Los productos de la PCR secuenciados por Sanger fueron ligados a un 
vector de clonación pCR4-TOPO TA (ThermoFisher, 450071) y transformados 
con el producto de ligación de células químicamente competentes de 
Escherichia coli One Shot TOP10 (Invitrogen, C404010). El ADN plasmídico de 
las células transformadas se extrajo con el robot Ep Motion 5075 Vac de 
Eppendorf en el servicio de secuenciación del centro de Astrobiología. El 
protocolo de ligación y transformación utilizado en el laboratorio puede 
consultarse en el apéndice B. 
Para comprobar la presencia del producto de PCR en el vector, se comprobó 
en un 15% de los pocillos mediante la digestión enzimática de una alícuota de 
5 µl utilizando 0,25 µl de la enzima de restricción Eco RI (Roche, número de 
catálogo: 11175084001) y 5 µl de su buffer H. 
Una vez realizadas las comprobaciones de los pocillos, el ADN plasmídico 
se secuenció en el Centro de Astrobiología con un secuenciador ABI 3730 de 
48 capilares de Applied Biosystem, utilizando el kit de secuenciación Big Dye 
Terminator v.3.1 (ThermoFisher, 4337455) durante 35 ciclos de 96ºC (10 s), 
55ºC (5 s), 60ºC (4 min) y mantenimiento a 4ºC, utilizando los cebadores M13 
Foward y M13 Reverse proporcionados por el kit TOPO TA Cloning 
(ThermoFisher, 450071). 
Una vez obtenidas las lecturas en las dos direcciones, fueron procesadas 
bioinformáticamente para obtener la secuencia final ensamblada mediante los 
programas PreGap4 y Gap4 del paquete bioinformático Staden (Staden, 1996) 
con una estimación de la precisión de la base de manera logarítmica y cuyos 
valores de los parámetros utilizados en PreGap4 se muestran en la tabla 14. 
La ausencia en las lecturas ensambladas de fragmentos del vector de 
clonación se verificó utilizando la herramienta online del NCBI VecScreen 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/). 
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Tabla 14: Valores de los parámetros de eliminación del vector, regiones de baja 
calidad y ensamblaje utilizado en PreGap4 
Parámetros del Quality Clip Valor usado 
Longitud de ventana 50 
Valor de confianza promedio 15 
Longitud mínima (si es demasiado corto, lectura rechazada) 100 
Parámetros del vector del clonaje Valor usado 
% mínimo emparejado en 5’ 60 
% mínimo emparejado en 3’ 80 
Posición 5’ por defecto -1 
 
 
Para verificar que las lecturas ensambladas no fueran secuencias 
quiméricas, se utilizó la herramienta Mallard v1.02 (Ashelford et al., 2006) y las 
curvas de rarefacción de las secuencaciones se realizaron con el software 
Analytic Rarefaction v.1.3 (https://strata.uga.edu/software/index.html) y para el 
ajuste no lineal con la ecuación de Clench se utilizó el complemento SOLVER 
de EXCEL, con un ajuste mínimo mediante el método de resolución GRG y 
convergencia estándar de 0,0001, obteniendo el coeficiente de correlación que, 
elevado al cuadrado, proporciona el coeficiente de determinación del ajuste 
realizado. 
La identificación más probable de las secuencias obtenidas se realizó 
mediante Blastn (Altschul et al., 1990) y RDPSeqMatch (Cole et al., 2014) y se 
agruparon las secuencias en árboles filogenéticos para confirmar las afinidades 
entre ellas y secuencias procedentes de las bases de datos. 
Para ello, se alinearon las secuencias en el RDPAligner (Cole et al., 2014) 
mediante el método INFERNAL (Nawrocki et al., 2009). Posteriormente se 
seleccionaron las regiones informativas de interés con GBlocks (Castresana, 
2010) y se seleccionó el modelo evolutivo más probable con jModelTest 
(Darriba et al., 2012) para poder realizar el análisis filogenético de las 
secuencias por máxima verosimilitud con el software PhyML (Guindon and 
Gascuel, 2003). Para construir los árboles filogenéticos se utilizó el software de 
libre acceso FigTree v1.4.3 (https://github.com/rambaut/figtree/releases). 
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4.5.6 Secuenciación Illumina y tratamiento bioinformático 
 
La secuenciación Illumina se realizó utilizando el dispositivo Illumina Mi-Seq, 
insertando previo a la secuenciación una secuencia barcode con 8 ciclos de 
PCR (5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) para facilitar el tratamiento posterior 
bioinformático de las lecturas utilizando el kit MS-102-3003 V3-600 en el Core 
Facility Molecular Biology del Center for Medical Research en la Medical 
University of Graz (Austria), siguiendo el protocolo descrito en Mora et al., 
2016. 
El flujo de trabajo bioinformático del proceso de secuenciación masiva (figura 
10) fue realizado con QIIME v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010) en el servidor 
Galaxy de la Medical University of Graz (https://galaxy.medunigraz.at/). 
Para la identificación de las secuencias se utilizaron las bases de datos de 
SILVA-128 de la SSU (https://www.arb-silva.de/documentation/release-128/, 
Quast et al., 2013) al 97% de identidad y la base de datos de Greengenes 
(http://greengenes.secondgenome.com/downloads, DeSantis et al., 2006) de 
mayo de 2013 al 85% de identidad. 
El archivo final fue procesado manualmente3, eliminando las secuencias 
presentes tanto en la muestra como en el control negativo. También se 
eliminarion las secuencias sospechosas de ser debidas a contaminación.  
Una vez obtenida la tabla de abundancia de los OTUs en las diferentes 
muestras, se procedió por un lado a obtener una agrupación de las muestras 
en función de la similitud de las comunidades microbianas presentes urilizando 
el software online Calypso (Zakrzewski et al., 2017). En el análisis se 
seleccionó realizar una normalización de los datos y una transformación 
mediante raíz cuadrada (transformación Hellinger), recomendada por el 
servidor Calypso, y se utilizó el índice de correlación de Spermann (Spearman, 
1904). Por otro lado se realizó una inferencia metagenómica del metabolismo 
de la comunidad microbiana mediante la herramienta online Piphillin (Iwai et al., 
2016). 
 
4.5.6.1 Identificación y caracterización de secuencias no asignadas 
 
Para poder realizar la categorización de las secuencias que quedaron sin 
asignación taxonómica por QIIME, se procedió a buscarlas individualmente 
mediante Blastn (Altschul et al., 1990) y RDPSeqMatch (Cole et al., 2014) y se 
agruparon en árboles filogenéticos con el fin de confirmar las afinidades entre 
las diferentes secuencias. 
                                            
3 Remarcar que para el procesado manual de las numerosas secuencias obtenidas, la 
utilización de herramientas bioinformáticas como FaBox v.1.5 y Bioedit v. 7.2.5 facilitó la tarea 
(Villesen, 2007; Hall, 1999). 
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Figura 10: Diagrama del flujo de trabajo realizado en el que se especifica el flujo 
de trabajo en el procesado bioinformático de las muestras secuenciadas por 
Illumina Mi-Seq. Los recuadros amarillos hacen referencia a diferentes técnicas 
aplicadas o a herramientas utilizadas para el estudio de las muestras ambientales de 
este trabajo. 
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Para ello, se alinearon las secuencias en el RDPAligner (Cole et al., 2014) 
mediante el método INFERNAL (Nawrocki et al., 2009). Posteriormente se 
seleccionaron las regiones informativas de interés con GBlocks (Castresana, 
2010) y se seleccionó el modelo evolutivo más probable con jModelTest 
(Darriba et al., 2012) para poder realizar el análisis filogenético de las 
secuencias por inferencia bayesiana (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) con 
3·107 análisis de generaciones y un burnin del 25%. 
 
4.5.7 Cálculos de los parámetros de interés ecológico 
 
Todos los cálculos de parámetros de einterés ecológico realizados se 
hicieron con el software R v.3.3.3 (R core team, 2017) mediante el paquete 
vegan (Oksanen et al., 2017), excepto los análisis de componentes principales 
(PCA), que se realizaron con el software Past3 (Hammer et al., 2001). Los 
detalles matemáticos de los parámetros ecológicos utilizados pueden 
consultarse en Hill et al., 2003. 
 
4.5.8 Cultivos de enriquecimiento 
 
Con el objetivo de obtener información complementaria sobre la presencia 
de microorganismos en las muestras, se realizaron los siguientes cultivos de 
enriquecimiento en condiciones anaerobias: Fe+2 + NH4NO3 (Schmid et al., 
2014) con la muestra Berr con el fin de aislar miembros del género Acidovorax; 
DG + 2 g/l de S0  (Pierson and Castenholz, 1974; Garrity and Holt, 2001) con 
las muestras Hem y Mag  con el fin de aislar algún miembro de phylum 
Chloroflexi y medio DG (sin S0) en condiciones aerobias con la muestra P1.  
Tras los procesos de extracción del ADN, secuenciación y revisión de las 
secuencias bioinformáticamente, se extrajo información complementaria sobre 
la diversidad de los microorganismos presentes en las distintas muestras 
ambientales. 
 
4.5.9 Hibridación in situ (CARD-FISH) 
 
La técnica de hibridación in situ utilizando sondas fluorescentes (FISH) 
(figura 11) está basada en la utilización de un oligonucleótido complementario a 
una secuencia específica del ARN 16S de un determinado microorganismo o 
grupo de microorganismos con el fin de identificarlos y cuantificarlos en 
muestras naturales mediante la permeabilización de los microorganismos y la 
exposición a la sonda convenientemente marcada con un colorante 
fluorescente (Kubota, 2013). A diferencia del FISH, la técnica CARD-FISH tiene 
etiquetada en el extremo 5’ de la sonda una peroxidasa del rábano picante 
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(HRP) que, con la adición de H2O2 al 30% provoca la oxidación de la tiramida 
(Sigma, T2879) que tiene conjugado el fluoróforo, depositándose en las células 
hibridadas y permitiendo una amplificación de la señal de hibridación (figura 11, 
recuadro central). Los detalles del protocolo utilizado en este trabajo se indican 
en Schmidt et al., 2012. 
Una pequeña porción de las muestras fueron inmediatamente fijadas en 
formaldehído al 4% en su recogida para su posterior inmovilización y 
permeabilización correspondiente en el laboratorio, evitando así cualquier 
alteración posterior en las muestras. 
El fluoróforo seleccionado para detectar señales específicas de hibridación 
fue la Alexa 594 (Biomers, Molecular Probes; A20000), utilizado 
satisfactoriamente en estudios de hibridación en el subsuelo de la IPB 
(Escudero, tesis 2018). Para verificar la autenticidad de la señal de hibridación 
y evitar falsos positivos, se aplicó un fluoróforo genérico con afinidad al ADN, el 
Syto9 (ThermoFisher, S34854) que se ha reportado como el más adecuado 
para hibridaciones de roca en el subsuelo de la IPB (Escudero, tesis 2018), por 
lo que únicamente se consideran señales positivas de hibridación si los 
espectros de emisión de la Alexa 594 y el Syto9 coinciden con la longitud de 
onda a la cual tienen su máxima emisión (tabla 15). 
Diferentes sondas con diferentes especificidades complementarias que van 
desde los dominios  Bacteria y Archaea hasta nivel de género fueron utilizadas 
para complementar la descripción de las comunidades microbianas presentes 
en las muestras Berr, P1, Hem y Mag (tabla 16). 
Las imágenes procedentes de las hibridaciones realizadas se obtuvieron con 
el láser confocal LSM 510 acoplado a un microscopio AxioObserver (Zeiss) 
equipado con un láser de Argón (488/514 nm) y un láser de Helio-Neón 
(543/633 nm), visualizándose con un objetivo de lente de 63x en aceite de 
inmersión (Inmersol, Zeiss). 
Posteriormente las imágenes obtenidas en los diferentes canales (rojo para 
la sonda utilizada, verde para el Syto9 y gris para el reflejo) fueron 
ensambladas utilizando el software ImageJ (Schneider et al., 2012). 
 
Tabla 15: Picos de excitación y de emisión de los fluoróforos usados para los 
experimentos de hibridación. 
 
Nombre del fluoróforo 
 
Pico de 
excitación 
Pico de emisión 
Alexa 594 590 nm 617 nm 
Syto 9 485 nm 500 nm 
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Figura 11: Esquema de una hibridación in situ. En el recuadro central superior se 
remarcan las diferencias entre un FISH y un CARD-FISH y la reacción que permite al 
fluoróforo depositarse en las células con la diana específica. Imagen modificada de 
Amann and Fuchs, 2009 y Kubota, 2013. 
 
Tabla 16: Sondas para el CARD-FISH utilizadas en este trabajo. Se indica la 
secuencia, especificidad de la sonda, el % de formamida para la hibridación y la 
concentración de NaCl para el lavado de la sonda junto con el artículo de referencia en 
el que se describe la sonda. 
Sondas 
utilizadas 
Secuencia (5’ → 3’) Especificidad 
% 
Formamida 
/ [NaCl] 
(mM) 
Referencia 
ACD 840 CGACACTGAAGTGCTAAGC Acidiphillium sp. 10 / 450 Bond and 
Banfield, 2001 
ACI 145 
 
TTTCGCTTCGTTATCCCC 
 
Acidovorax spp. 35 / 80 Schulze et al., 
1999 
ALF 968 GGTAAGGTTCTGCGCGTT ɑ-Proteobacteria 20 / 225 Neef, 1997 
ARC 915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Archaea 20 / 225 Stahl and 
Amann, 1991 
BET 42a 1
 GCCTTCCCACTTCGTTT β-Proteobacteria 35 / 80 Manz et al., 
1992 
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CF 319a TGGTCCGTGTCTCAGTAC Bacteroidetes 35 / 80 Manz et al., 
1996 
CFX 109 CACGTGTTCCTCAGCCGT Chloroflexi (Div. 3) 30 / 112 Björnsson et al., 
2002 
CFX 1223 + 
GNSB 941 3
 
CCATTGTAGCGTGTGTGTMG 
Chloroflexi 35 / 80 
Björnsson et al., 
2002 
AAACCACACGCTCCGCT Gichet al., 2001 
CYA 361 CCCATTGCGGAAAATTCC Cyanobacteria 35 / 80 Schönhuber et 
al., 1999 
EUB 338  
I-II-III 3
 
GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria 
35 / 80 
Amann et al., 
1990 
 
GCAGCCACCCGTAGGTGT 
 
Planctomycetes 
Daims et al., 
1999 
 
GCTGCCACCCGTAGGTGT 
 
Verrucomicrobia 
EURY 806 CACAGCGTTTACACCTAG Euryarchaea 20 / 225 Teira et al., 
2004 
GAM 42a 2
 GCCTTCCCACATCGTTT γ-Proteobacteria 35 / 80 Manz et al., 
1992 
HGC 69a TATAGTTACCACCGCCGT Actinobacteria 25 / 159 Roller et al., 
1994 
LF 665 CGCTTCCCTCTCCCAGCCT L. ferrooxidans 
Grupos I, II, III 35 / 80 
Bond and 
Banfield, 2001 
LGC 354a + 
LGC 354b 3
 
TGGAAGATTCCCTACTGC 
Firmicutes 35 / 80 Meier et al., 
1999 
CGGAAGATTCCCTACTGC 
MSSH 859 TCGCTTCACGGCTTCCCT Methanosarcinales 35 / 80 Boetius et al., 
2000 
NON 338 ACTCCTACGGGAGGCAGC Control Negativo 0 / 900 Wallner et al., 
1993 
SRB 385 GTTCCTCCAGATATCTACGG 
Bacterias 
reductoras del 
sulfato (SRB) 
35 / 80 Amann et al., 
1990 
SS HOL 
1400 TTCGTGATGTGACGGGC Acidobacteria 20 / 225 
Meisinger et al., 
2007 
SUL 228 TAATGGGCCGCGAGCTCCC Sulfobacillus sp. 30 /112 Bond and 
Banfield, 2001 
THIO 820 ACCAAACATCTAGTATTCATCG Acidithiobacillus sp.   10 / 450 Peccia et al., 
2000 
1La sonda no etiquetada Bet42a se usó en cantidades iguales como competidor para mejorar la 
especificidad. 2La sonda no etiquetada Gam42a se usó en cantidades iguales como competidor 
para mejorar la especificidad. 3Se utilizaron las sondas en cantidad equimolares. 
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5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.1 Análisis mineralógico y composición elemental de las muestras 
 
El estudio mineralógico y elemental de los revestimientos de roca 
seleccionados de la cuenca del Río Tinto nos permitirá realizar una 
comparación con los datos de barnices de roca existentes en la literatura 
(apartado 5.3) con el fin de determinar si alguna de las muestras rocosas 
estudiadas puede englobarse dentro de alguna de las categorías establecidas 
para los barnices de roca. 
Se procedió al análisis mineralógico de las muestras recolectadas en las dos 
zonas de muestreo, Origen y Berrocal, utilizando difracción de Rayos X (XRD) 
(apartado 4.2.1) y su composición elemental por ICP-MS (apartado 4.2.2) con 
el fin de detectar similitudes y diferencias entre ellas. La selección de estos dos 
lugares de muestreo se debe principalmente a las diferencias detectadas entre 
ambos puntos de muestreo, ya que la zona del Origen tiene un carácter más 
extremo en su química mientras que la zona de Berrocal tiene características 
intermedias entre Origen y la desembocadura del río (Fernández-Remolar et 
al., 2003). 
La morfología de la zona del Origen está formada por fragmentos de rocas 
que no muestran una gran erosión y no están fuertemente compactadas, tal y 
como se observa en la unidad litoestratigráfica (Mag y Hem), que muestran una 
gradación de color amarillo a color rojizo (figura 6-A) y en la muestra Ror, un 
fragmento de roca de aspecto terrroso y de color rojo intenso situada cerca del 
margen del cauce del río (figura 6-B). 
En cambio, en Berrocal, se observa que hay depositados numerosos cantos 
compactos redondeados de color grisáceo, producto de la erosión y transporte 
por el cauce del río (Fernández-Remolar, 2003; Amils et al., 2014; figura 7). En 
la zona puede observarse una gran cantidad de sedimentos acumulados en los 
márgenes del cauce del río que se depositan a lo largo de todo el lecho cuando 
el río sufre crecidas en el nivel del agua en la época de lluvias, a diferencia de 
la zona del Origen cuyo flujo de agua es pequeño y constante comparado con 
Berrocal. Esto hace que sea de gran interés analizar los sedimentos del 
margen del río (muestra Berr) y los pequeños cantos redondos (N-Berrocal) 
cercanos a la muestra de roca P1, con el fin de determinar si la deposición de 
color marrón observada sobre la superficie de la muestra P1 está acumulando 
o perdiendo ciertos elementos con respecto a los que se encuentran en su 
entorno. 
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5.1.1 Origen 
 
La mineralogía observada en la capa roja superior (Hem) y en la amarilla 
inferior (Mag) de la unidad litoestratigráfica del Origen (apartado 4.1.1) es 
similar (XRDs en el apéndice M). En ambos casos está compuesta por cuarzo y 
moscovita / illita. La diferencia fundamental entre ambas reside en los óxidos 
de hierro que poseen, siendo hematita en la muestra Hem y magnetita en la 
muestra Mag. Esta simple observación evidencia una transformación 
mineralógica con el paso del tiempo en la unidad litoestratigráfica, algo ya 
observado en la cuenca del río (Fernández-Remolar et al., 2003). 
Aunque la muestra Mag reveló la presencia de magnetita, sería preciso 
indicar que teniendo en cuenta que la magnetita es de color negro y la muestra 
Mag es de color amarillo, es muy probable que la magnetita sea sólo uno de 
los muchos minerales de hierro que componen la muestra, siendo más 
razonable pensar que el color amarillo de la muestra se debe a la presencia de 
limonita en la misma (https://www.mindat.org/min-2402.html).  
La limonita se define como un óxido de hierro hidratado amorfo, lo que 
explica que solo hayamos detectado magnetita por XRD, ya que la magnetita sí 
es cristalina y por lo tanto detectable por esta técnica. La limonita es 
susceptible a sufrir alteraciones mineralógicas a lo largo del tiempo, algo lógico 
teniendo en cuenta que la muestra Mag se sitúa en la zona más próxima al 
cauce del río. 
De hecho la magnetita tiene dos átomos de hierro en estado oxidado y un 
átomo de hierro en estado reducido, con un promedio de + 2,66 en el estado de 
oxidación y una estructura cristalina cúbica isométrica; sin embargo la hematita 
tiene una estructura cristalina romboédrica con sus átomos de hierro en estado 
oxidado (Cornell and Schwertmann, 2003) por lo que queda claro que la unidad 
litoestratigráfica que hemos estudiado ha sufrido cambios en la estructura 
cristalina, y que pueden deberse a la actividad microbiana o a alteraciones 
abióticas a lo largo del tiempo. 
Los análisis semicuantitativos para determinar la composición elemental 
mostraron resultados similares en ambas muestras (figura 12) con el hierro, 
aluminio, sodio, potasio y titanio como los elementos principales encontrados 
en una gran abundancia (figura 12-A) y que coincide con los elementos que se 
asocian a los minerales identificados por XRD. Del resto de elementos que 
poseen una abundancia menor, habría que destacar, en orden de su 
abundancia en las muestras, la presencia de bario, magnesio, zirconio, 
vanadio, calcio, manganeso, cromo, litio, plomo, arsénico, cobre o zinc (figura 
12-B). 
Mientras que en la muestra Ror, a diferencia de las muestras de la unidad 
litoestratigráfica, puede observarse una mayor preponderancia del hierro con 
respecto del resto de elementos encontrados, algo compatible con la 
mineralogía identificada en Ror, en  donde sólo se detectaron óxidos de hierro: 
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hematita y goetita (apéndice M), evidenciando que posee un estado de 
oxidación alto. 
 
 
Figura 12: Composición elemental en la unidad litoestratigráfica del Origen. A: 
Los elementos más abundantes. B: Los principales elementos menores detectados en 
una cantidad apreciable por ICP-MS. 
 
Los principales elementos identificados en Ror fueron el hierro (56660 ppm), 
aluminio (11395 ppm) y potasio (5562 ppm). El resto de elementos detectados 
mostraron concentraciones por debajo de las 1000 ppm, siendo el sodio, bario, 
titanio, yodo y plomo los elementos más abundantes en esta muestra (figura 
13), siendo químicamente similar a las muestras de la unidad litoestratigráfica, 
aunque mucho más enriquecida en hierro. 
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Los resultados obtenidos son similares a los reportados en películas de 
hierro descritos en entornos similares (Dorn y Meek, 1995, Dixon and White, 
2002), con hierro, aluminio, potasio y sodio como los principales elementos y 
cantidades muy bajas de manganeso, vanadio o cobre comparado con otros 
elementos como el yodo o el circonio, más abundantes en el análisis de la 
muestra Ror. 
Este gran enriquecimiento en hierro con respecto al resto de elementos es 
habitual encontrarlo en películas de hierro, haciendo patente que en la zona del 
Origen la gran concentración de este elemento dificulta que otros elementos 
puedan estar presentes en gran cantidad. 
 
 
Figura 13: Composición elemental de la muestra Ror en la zona del Origen (no se 
muestran el hierro, aluminio y potasio, cuyos valores están indicados en el texto). 
 
5.1.2 Berrocal 
 
A diferencia de Origen, al ser el flujo del río mucho más abundante gracias a 
los aportes de distintos tributarios, se aprecia la presencia de numerosas 
partículas minúsculas transportadas por el cauce del río, así como la presencia 
de sedimentos en los márgenes. 
El análisis de los tres sedimentos recogidos en el margen del río (Berr1, la 
más cercana al margen del río, Berr2 y Berr3, la más lejana al margen, figura 
8, apartado 4.1.2) reflejan exactamente la misma mineralogía por XRD (cuarzo, 
jarosita, hematita y pirita, apéndice M). La pirita (FeS2), es un sulfuro de hierro 
precursor de los óxidos de hierro (Cornell and Schwertmann, 2003) y de la 
jarosita, un sulfato de potasio y hierro (https://www.mindat.org/min-2078.html), 
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minerales secundarios que se forman por la oxidación de la pirita y de otros 
sulfuros metálicos en el ecosistema del Río Tinto (Amils et al., 2014). La 
hematita en cambio es un óxido de hierro estable, producto final de 
transformaciones mineralógicas de otros óxidos de hierro, como la ferrihidrita 
(Cornell and Schwertmann, 2003). 
Como ya apunta la mineralogía y dadas las características del sistema que 
estamos estudiando, el elemento más abundante encontrado ha sido el hierro, 
con más de 2·105 ppm en las muestras analizadas. El resto de elementos 
refleja la química de metales pesados que hay en solución en el cauce del río 
(figura 14-15), algo lógico teniendo en cuenta que el punto de muestreo se 
sitúa muy próximo al margen del río y por lo tanto la química del agua del río 
debe influir de manera importante en la composición elemental de los 
sedimentos (Amils et al., 2014). 
 
 
Figura 14: Abundancia de los principales elementos en los sedimentos de 
Berrocal (el hierro no se muestra; el valor del Fe se indica en el texto). 
60 
 
 
Figura 15: Composición elemental de elementos menores presentes en los 
sedimentos de Berrocal. 
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El análisis mineralógico de la muestra N-Berrocal mostró la presencia de 
hematita, jarosita y cuarzo, composición idéntica a las muestras Berr, a 
excepción de la pirita, ausente en las muestra N-Berrocal (apéndice M). En 
cambio la muestra de roca P1, cuyo núcleo en el que se deposita el 
revestimiento es un canto redondeado, reveló la presencia de cuarzo e illita (un 
mineral arcilloso) junto con chamosita férrica / clinocloro férrico, cuya presencia 
ha sido descrita en estudios de barnices de roca (apartado 2.3). La chamosita 
férrica / clinocloro férrico es un tipo de aluminiosilicato que forma parte de un 
mineral transitorio de una solución sólida en el que el magnesio de la estructura 
cristalina se sustituye por hierro y contiene impurezas de elementos como 
calcio, potasio o manganeso en la estructura cristalina, lo que le dan su 
tonalidad (Cornell and Schwertmann, 2003). 
El análisis elemental por ICP-MS reflejó una composición y abundancia de 
elementos en N-Berrocal similar a las muestras de sedimentos, con 
abundancia de plomo, arsénico y bario (figura 16 y apéndice M). En cambio la 
composición elemental de la muestra P1 difiere sensiblemente de los 
sedimentos y de las partículas (figura 17 y apéndice M). 
Puede observarse que P1 posee una gran abundancia de hierro, aluminio, 
sodio, potasio y titanio tanto en la muestra de la parte externa del barniz como 
en la parte interna que está en contacto con la roca madre y en la mezcla de 
material procedente del proceso de separación del revestimiento sobre la roca 
(figura 17-A), siendo la abundancia de elementos similar a la encontrada en las 
muestras del Origen, aunque no tan extrema la cantidad de hierro y con una 
mayor diversidad en la abundancia de elementos presentes. 
Sin embargo, a diferencia de las muestras del Origen en las cuales las 
deposiciones no están firmemente asentadas sobre la superficie de la roca, en 
la muestra P1 se observa que la deposición está firmemente asentada.  
Comparando la parte externa con la interna y con la mezcla de material, se 
puede observar un enriquecimiento en algunos elementos menores como 
manganeso, arsénico, bario o cobre, y de manera muy evidente el 
enriquecimiento de otros elementos como el zirconio, plomo o calcio (Figura 
17-B). 
Dada la estructura cristalina del óxido de hierro identificado en P1, la 
presencia de distintas impurezas provoca la aparición de distintas tonalidades 
debido a la incorporación de diferentes iones en la matriz cristalina del mineral. 
Een nuestro caso el manganeso o el sodio (Barrón and Torrente, 2013), por lo 
que sugerimos que estos elementos se deben estár acumulando en la red 
cristalina del revestimiento, algo que por otra parte es característico de las 
deposiciones minerales sobre rocas (Dorn, 2007). La diferencia con las 
muestras de la unidad litoestratigráfica del Origen es que la ausencia de una 
influencia directa cíclica de deposición de elementos y la gran cantidad de 
hierro presente enmascara cualquier posibilidad de acumulación y de 
asentamiento firme sobre la superficie de las rocas. 
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Tras el análisis de la muestra de roca (P1), de las pequeñas partículas de 
roca recogidas en los alrededores de P1 (N-Berrocal) y de los sedimentos 
(Berr), los resultados obtenidos por el XRD (apéndice M) parecen revelar una 
transición mineralógica de óxidos de hierro en los sedimentos del margen del 
río apoyada por un cambio en la composición de los elementos presentes en 
las muestras analizadas. 
 
 
Figura 16: Composición elemental de las partículas de roca recolectadas 
alrededor de P1 (muestra N-Berrocal). A: Principales elementos detectados (el 
hierro no se muestra en la figura). B: Elementos con menor abundancia. 
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Figura 17: (Página anterior). Composición elemental en el revestimiento de roca 
en Berrocal (P1). [P1Ext], muestra de la parte externa; [P1Int], muestra de la parte 
interna y [P1Mix] mezcla de material. A: Elementos mayoritarios. B: Principales 
elementos menores. 
 
5.2 Microscopía electrónica (SEM) 
 
Con el fin de caracterizar la micromorfología y su relación con los elementos 
presentes en las muestras P1 (zona Berrocal), Hem y Mag (zona Origen) a 
nivel microscópico, se realizaron múltiples observaciones de las muestras en el 
SEM. 
 
5.2.1 Unidad litoestratigráfica. Zona Origen 
 
La morfología que presentan las muestras Hem y Mag resultó ser bastante 
homogénea, con un aspecto botroidal y con material parcialmente compactado 
(figura 18), algo que es típico de los óxidos de hierro (Barrón and Torrent, 
2013). En determinados lugares de la muestra se puede observar una cierta 
orientación del material pero sin ser definido y sin formar estructuras que le den 
una consistencia claramente laminar. Probablemente esto sea debido a una 
acción erosiva que se ha dado de manera progresiva en una determinada 
dirección sobre las muestras. 
La similitud morfológica de Hem y Mag se puede encontrar también en los 
elementos identificados mediante el análisis por EDX: Si, O, Fe, Ti,  Al, S, Na y 
K (figura 18-A2 y 18-B2), cuya presencia coincide con el tipo de mineralogía 
identificada por XRD y los resultados de los principales elementos obtenidos 
por ICP-MS, algo lógico al tratarse de muestras que proceden de la misma 
unidad litoestratigráfica y cuya única diferencia apreciable es el tipo de óxido de 
hierro que poseen, tal y como se ha comentado previamente en el apartado 
5.1.1. 
También se identificaron pequeños picos de carbono (figura 18) que puede 
indicar la presencia de materia orgánica dispersada en la muestra, aunque no 
se observó que fuera particularmente relevante en el conjunto de los análisis 
realizados en Hem y Mag. 
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Figura 18: Observación por microscopía electrónica de barrido (indicado con el 
subíndice 1) y análisis EDX (indicado con el subíndice 2) de la muestras Hem (letra 
A) y Mag (letra B). Se puede observar en ambas muestras un pequeño pico de C y K, 
pero los elementos predominantes son el Fe, Si, Al en ambas muestras y además el Ti 
en Mag, aunque se encontró Ti también en Hem en algunas localizaciones dispersas 
(no mostrado en este análisis). Se puede observar la naturaleza botroidal de las 
muestras, especialmente en la imagen A1. 
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5.2.2 Zona Berrocal, muestra P1 
 
A diferencia de Hem y Mag, P1 difiere considerablemente en la estructura y 
en algunos elementos identificados por SEM-EDX (figura 19-24), observándose 
una mayor diversidad de elementos, lo que apoya las observaciones realizadas 
porl ICP-MS (apartado 5.1.2). 
Junto con los elementos como el Si, Al, Fe o S encontrados tanto en la 
muestra P1 como en Hem y Mag, hay que remarcar la presencia de elementos 
como P, Pb, Ca, As, Cu o Mn, en algunos de los análisis realizados sobre la 
muestra P1, reflejando una gran diversidad de elementos presentes, algo que 
ya pudo observarse en el análisis de la muestra P1 por ICP-MS (apartado 
5.1.2). 
Dadas las características de Berrocal respecto al Origen, es factible pensar 
que esta diferencia podría deberse a  la influencia del agua del río que 
contribuye al aporte de esos elementos en mayor cantidad en P1 que en Hem y 
Mag, cuando el río inunda las partes superiores del cauce del río en sus 
crecidas estacionales (Fernández-Remolar et al., 2003). 
A nivel microestructural, aunque también se observa de manera abundante 
formas botroidales como en las muestras del Origen, también se observa la 
presencia de formas laminares ausentes en las muestras Hem y Mag y que le 
confieren un aspecto muy diferente a la estructura botroidal observada en estas 
muestras (figura 19-20). Estas formas laminares están embebidas en la 
estructura botroidal de la muestra o bien hacen de nexo de unión en la 
estructura botroidal (figura 19-20), correspondiendo por la apariencia y por su 
análisis elemental a algún tipo de sedimento que estaría en consonancia con la 
idea de que durante las crecidas del río, al sumergirse la roca en el agua, se 
depositan sobre la misma no sólo elementos procedentes del agua, sino 
también pequeñas partículas de sedimentos que se cementan junto con la 
estructura cristalina de óxidos de hierro, y que se observan formando una 
laminación parcial en la superficie de la muestra. Esta idea además se ve 
reforzada por los valores negativos de δ13C/ δ12C encontrados en los análisis 
geoquímicos de las muestra (apartado 5.4), lo que podría indicar también algún 
tipo de biogenicidad en su formación. 
Como en Hem y Mag, también se observaron en P1 picos de carbono, pero 
a diferencia de éstas los valores son especialmente elevados en algunos 
puntos de la muestra, especialmente en algunas de las estructuras planas 
observadas (figura 19-20) así como en los agregados de partículas que se 
analizaron en detalle (figura 21). Todo ello compatible con la posibilidad de que 
se trate de acumulación de materia orgánica en la muestra, ya comentada 
previamente. Estos picos de carbono se observaron a veces asociados a picos 
de calcio y de manganeso (figura 22-24), lo que permitiría sugerir que la 
presencia de estos dos elementos se debe al producto de la acción biológica, 
pero no se dispone de suficientes datos para contrastar esta hipótesis. 
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Figura 19: Imagen panorámica (A) y de detalle (B) de estructuras lisas y planas 
incrustadas en la estructura botroidal en la muestra P1. 
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Figura 20: Observación de distintas morfologías en la muestra P1. La imagen 
tomada en A se sitúa entre la parte externa del barniz y la parte interna (figura 9). 
Puede observarse que la naturaleza botroidal es similar tanto en la parte superior 
como en la inferior, así como la existencia en dichas estructuras botroidales de finos 
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filamentos tubulares sobre partículas de roca completamente planas (parte superior 
central de la imagen A). En B también puede observarse la naturaleza botroidal de la 
muestra y la presencia de estructuras planas distintas a otras estructuras existentes en 
la muestra intercomunicando las distintas partes de la estructura botroidal.  
 
 
Figura 21: Detalle de una partícula orgánica en P1 (imagen superior). Se puede 
observar que no es sólida, que está formado por la agregación de otras partículas e 
incluso se pueden observar estructuras esféricas y bacilares que podrían corresponder 
a microorganismos incrustados en la partícula. Imagen inferior: Análisis elemental de 
la partícula orgánica. A: Imagen en SEM con indicación del tamaño de partícula 
aproximado y línea del análisis de intensidad de los elementos analizados; B: señal de 
intensidad de carbono; C: señal de intensidad de hierro; D: señal de intensidad de 
oxígeno; E: señal de intensidad de silicio; F: señal de intensidad de azufre. 
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5.2.2.1 Ca, Mn y materia orgánica 
 
Los picos de calcio y manganeso identificados en P1 son de gran interés 
puesto que, dada la química ácida del sistema de estudio, no debería de 
aparecer precipitaciones de estos elementos (figura 22-24). Pero de hecho 
estructuras minerales precipitadas de calcio con hierro han sido previamente 
identificadas en la cuenca de Río Tinto y se ha demostrado en experimentos de 
laboratorio que pueden ser mediadas por la actividad biológica bajo 
condiciones ácidas extremas (Sánchez-Román et al., 2014). 
 
 
Figura 22: Detección de Ca en P1 (imagen en la parte superior izquierda) y asociado 
con una gran cantidad de materia orgánica (espectro del SEM en la parte inferior de la 
imagen y abundancia relativa observada en % a la derecha de la imagen). 
 
El manganeso en condiciones ácidas es muy soluble, lo que evita su 
precipitación (Niijer et al., 2000), por lo que su presencia junto con elementos 
como el calcio puede ser síntoma de un pH diferencial a nivel micrométrico 
(apartado 2.3.1.1). Sin embargo los óxidos de manganeso suelen ser 
extremadamente pequeños y poco cristalinos debido a su elevada capacidad 
de intercambio catiótico, algo especialmente relevante en suelos y sedimentos, 
complicando su identificación mediante técnicas como el XRD (Barrón and 
Torrente, 2013). Su identificación es sólo posible en algunas formas de 
deposición como nódulos en los océanos o barnices sobre rocas en forma de 
manganos, como por ejemplo la pirolusita (Dorn, 2007; Barrón y Torrente, 
2013). 
Sin embargo, a pesar de estas dificultades, se pudieron observar pequeñas 
estructuras en la matriz de la superficie de la muestra (figura 23) que podrían 
corresponder a óxidos de manganeso, lo que pudo confirmarse con un 
mapeado exhaustivo (figura 24). Este pico de Mn parece tener relación espacial 
con la presencia de picos de C, pero se carece de datos suficientes que 
respalden esta posible relación. 
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Figura 23: Detección de manganeso en dos zonas distintas (A1 y A2) de la 
muestra P1. Puede observarse que hay picos de C tanto en el espectro B1, 
correspondiente a la imagen A1, como en el B2, correspondiente a la imagen A2. 
También es posible observar en la imagen una cierta estratatificación en capas. En la 
figura 24 se muestra un mapeado más detallado de la región en A2, corroborando la 
presencia de manganeso. En B2 no hay que tener en cuenta la presencia de W, al ser 
un elemento de la platina en la que se apoya la muestra. 
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Figura 24: Mapeado elemental exhaustivo en el área indicada en la figura 23-A2 y 
abundancia relativa encontrada. En azul, C; en rojo, Mn; en verde, Fe. Se puede 
observar que el carbono se concentra en las partes planas de la imagen. Se observa 
una baja concentración de Mn, Si, Al, K o S y una gran preponderancia en el área 
analizada de Fe y O junto con C. 
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Estos resultados están de acuerdo con los previamente descritos utilizando 
ICP-MS para la parte externa de la superficie de la roca (P1Ext, apartado 
5.1.2), en los que se observó que algunos elementos estaban enriquecidos con 
respecto a la roca madre en la que se observa la deposición, y esos elementos 
son precisamente el Ca, Mn, As y Pb detectados por SEM-EDX. Lo que 
refuerza la idea previamente mencionada de que se está dando un 
enriquecimiento de elementos sobre la superficie de la roca, probablemente 
como producto de la deposición de material debido a las diferentes crecidas 
que inundan periódicamente la superficie de las rocas en Berrocal. 
Además, los resultados obtenidos mediante el análisis por SEM-EDX para 
P1 son similares a las observaciones realizadas por microscopía electrónica de 
algunos barnices de roca estudiados en la literatura (Dorn, 2007, apartado 2.3). 
 
5.3 Similitudes y diferencias de las muestras rocosas. Comparación con 
otras muestras ambientales 
 
Para ver lo similares o diferentes que son las muestras rocosas del Origen 
con respecto al revestimiento de Berrocal, se realizó un análisis PCA de los 
resultados obtenidos por ICP-MS de las muestras Hem, Mag, Ror y P1 (figura 
25). 
 
 
Figura 25: PCA de las muestras rocosas de Río Tinto caracterizadas por ICP-MS. 
Puede observarse que Hem y Mag quedan agrupadas en un mismo cuadrante, algo 
lógico dado que son parte de la misma unidad litoestratigráfica y muy separadas de 
P1. Ror queda alejado del resto de muestras (parte izqueirda del gráfico) aunque en 
una posición intermedia entre P1 y Hem y Mag teniendo en cuenta el primer 
componente. Las líneas verdes indican el vector de tendencia que sigue cada 
elemento en los diferentes datos utilizados y qué elementos tienen mayor influencia en 
cada muestra. 
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En P1 se tuvo en cuenta únicamente la parte externa de la roca de Berrocal, 
ya que es en esa capa donde podrían encontrarse los microorganismos activos 
en el sistema. Se observa claramente que las muestras de Origen quedan 
separadas claramente de la muestra de Berrocal así como de la muestra Ror. 
También se observa que el manganeso y el calcio tienen una buena correlación 
con P1 y el hierro con las muestras Hem y Mag. En cambio el plomo, arsénico 
y bario tienden a correlacionarse con la muestra Ror y el cobre y el litio con P1, 
Hem y Mag. De hecho hay que destacar la fuerte correlación negativa del bario 
con P1, sobre todo teniendo en cuenta el bajo enriquecimiento en Ba descrito 
en barnices de tipo V (Macholdt et al., 2017). Teniendo en cuenta que el Ba 
está subenriquecido en P1, esta es una observación que  podría apoyar que el 
revestimiento de P1 sea considerado como un barniz de roca de tipo V 
(apartado 2.3.3.5).  
Para estudiar el enriquecimiento de elementos de nuestras muestras con 
respecto a muestras similares de barnices de roca descritos (Macholdt et al., 
2017), se compararon entre sí con el fin de averiguar si existía algún tipo de 
enriquecimiento en alguno de los elementos principales, calculando para ello 
un cociente de abundancia de los elementos con respecto al valor promedio de 
la corteza continental superior, la UCC (apartado 4.4), comparación 
habitualmente utilizada en estudios de barnices de roca (ej. Thiagarajan and 
Lee, 2004; Macholdt et al., 2015; Macholdt et al., 2017). 
Los resultados de los cociente muestran que nuestras muestras no están 
especialmente enriquecidas con respecto de la UCC, salvo en el caso del litio, 
el plomo, el cobre y el vanadio (excepto en la muestra Ror) y con elementos 
característicos en barnices de roca como el manganeso, estroncio o bario. 
Estos elementos están subenriquecidos en nuestro caso respecto a otros tipos 
de barnices de roca, con cocientes muy bajos (figura 26). Las concentraciones  
de calcio sí coinciden con las observadas en barnices de roca, ya que suele ser 
un elemento subenriquecido comparado con la UCC. 
Para clarificar las similitudes y diferencias de nuestras muestras con los 
barnices de roca de la literatura comparadas en la figura 26, se realizó un 
análisis de componentes principales (Figura 27), el cual parece reflejar una 
mayor similitud de nuestras muestras con barnices de roca tipo V.  Es preciso 
indicar que tanto nuestras muestras como la de otros barnices de roca se 
sitúan muy distanciados de los nódulos de manganeso de los fondos 
oceánicos, reflejándose en el PCA las diferencias en la formación de los 
nódulos respecto de los barnices de roca. 
Tal y como se realiza en el trabajo de clasificación de barnices de roca de 
Macholdt et al., 2017, nuestras muestras se representaron utilizando distintos 
cocientes: Al/Ni vs. Mn/Ba por un lado (figura 28-A) y Mn/REY (elementos traza 
más itrio) vs. Mn/Ba (figura 28-B) por otro. Estos cocientes permiten diferenciar 
distintos tipos de barnices de roca, facilitando su clasificación, por lo que 
complementan los análisis realizados anteriormente (consultar la tabla 22 del 
apéndice C para una información detallada de los cocientes). 
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Figura 26: Cociente de los valores de los elementos respecto del valor medio 
encontrado en la corteza continental superior, la UCC (datos para UCC de Rudnick 
and Fountain, 1995). Se muestra en cada celda junto con el color el valor del cociente 
obtenido. A la izquierda el nombre en negrita de las muestras rocosas estudiadas. 
Referencias utilizadas para los cálculos en las muestras ambientales: barniz de roca 
tipo I [(1) y (2)]: Macholdt et al., 2015 (nombre de las muestras: MT e IS) y barniz de 
roca tipo I [(3), (4) y (5)]: Thiagarajan and Lee, 2004 (nombre de los datos de las 
muestras: BM, OF 14.5 y MC14 ); barniz de roca tipo II: Macholdt et al., 2017 (nombre 
de los datos de la muestra: AZ AC); barniz de roca tipo III: Macholdt et al., 2015 
(nombre de los datos de las muestra: SA-1); barniz de roca tipo IV: Vicenzi et al., 2016 
(nombre de los datos de las muestra: FM); barniz de roca tipo V [(1) y  (2)]: Krinsley et 
al., 2012 (nombres de los datos de las muestras: R River y E Canal); Oceanic: datos 
procedentes de nódulos de manganeso del océano atlántico de Thiagarajan and Lee, 
2004 (nombre de los datos de la muestra: Mi3). 
 
 
Figura 27: Correlación de elementos principales por PCA de nuestras muestras 
de revestimientos de roca de Río Tinto con respecto a diferentes barnices de 
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roca descritos en la literatura (las nomenclaturas son las mismas a las utilizadas en 
la figura 26). Las líneas verdes indican la tendencia que sigue cada elemento en los 
diferentes datos utilizados y qué elementos tienen mayor influencia en cada muestra. 
 
La representación de los cocientes de las muestras del Origen no se pudo 
realizar en el caso del Al/Ni vs. Mn/Ba (figura 28-A) al no haberse determinado 
la cantidad de Ni en el análisis por ICP-MS. Sin embargo, sí pudo 
representarse en el caso del Mn/REY vs. Mn/Ba, mostrando que quedan 
alejadas de los barnices de roca descritos por Macholdt et al., 2017. 
Es interesante remarcar en la figura 28-B que las muestras de la zona del 
Origen quedan muy alejadas de las muestra de roca de Berrocal y de los 
análisis de barnices de roca de Macholdt et al., 2017, reflejando esta 
observación junto con las características observadas de visu en el campo, el 
análisis por SEM-EDX, la mineralogía, la composición de elementos, la 
abundancia de los elementos y la comparación del enriquecimiento o 
subenriquecimiento con respecto a la UCC y a barnices de roca en la literatura, 
que las muestras del Origen pueden considerarse como películas de hierro 
depositadas sobre la superficie de las partículas rocosas, algo lógico teniendo 
en cuenta que es el punto de la cuenca de río Tinto donde existe mayor 
concentración de hierro (Amils et al., 2014), enmascarando al resto de 
elementos. 
En cuanto a la muestra P1 las evidencias fisicoquímicas que se muestran 
indican que es diferente a la deposición observada en la zona del Origen y con 
valores que se asemejan a los encontrados en barnices de roca en la literatura 
(figura 28). También, como se ha comentado anteriormente (apartado 5.2.2), se 
observaron en el SEM evidencias de sedimentos dispuestos parcialmente en 
capas, con una textura diferente al resto de la roca. Estas estructuras en P1 se 
asemejan a observaciones microscópicas de barnices de roca descritas en la 
literatura. 
Es interesante observar el hecho de que los barnices de roca de tipo V 
queden clasificados por exclusión de los otros cuatro tipos de barnices según 
Macholdt et al., 2017. En su trabajo argumentan que debido a la gran influencia 
hídrica de este tipo de muestras no quedan agrupados en una única área en 
las representaciones de los cocientes, pero poseen suficientes características 
químicas y morfológicas similares que las diferencian del resto de barnices, 
sugiriendo que la fuente del origen del barniz se encuentra en la composición 
química del agua circundante donde se ubican las muestras (Macholdt et al., 
2017). 
Dadas las características de extrema acidez del río Tinto, poco habituales de 
un sistema acuoso, P1 puede representar un caso extremo de barniz tipo V. La 
influencia hidrológica de la cuenca del río y su acidez queda reflejada en la 
extremadamente baja concentración de elementos como Mn, Ca, Sr o Ba con 
respecto a la UCC y a los distintos barnices de roca descritos (figura 26-27-28). 
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Figura 28: Representación de los cocientes Al/Ni vs. Mn/Ba (A) y Mn/REY vs. 
Mn/Ba (B) de las muestras rocosas (puntos de colores). Las áreas de colores 
representan las ubicaciones de los valores de muestras caracterizadas como barnices 
de roca tipo I (amarillo), II (verde), III (gris oscuro), IV (rosa) y V (azul), tal y como se 
especifica en Macholdt et al., 2017. Hay que tener en cuenta que los barnices de tipo 
V en la gráfica corresponden a dos tipos de muestras diferentes de barniz tipo V 
analizadas por estos investigadores. En A) las muestras rocosas de la zona del Origen 
no pudieron representarse al no disponer de la concentración de Ni. En la muestra de 
Berrocal, P1, se diferencia la parte externa (P1Ext) y la parte interna (P1Int) ya que se 
detectaron diferencias significativas en algunos elementos (para mayor información de 
estas diferencias, revisar la figura 17, apartado 5.1.2). Mientras que en A) ambas 
muestran se engloban dentro del barniz tipo I, en B) la muestra P1Ext queda fuera de 
todas las agrupaciones obtenidas por Macholdt et al., 2017. 
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Al igual que otros barnices de roca de tipo V, su clasificación dentro del 
gráfico depende de la química que posee el barniz, sobre el cual las 
condiciones químicas del agua influyen en su composición, de ahí que no 
queden agrupados los barnices de roca tipo V en una única área. 
El Mn oxidado es un elemento típico en barnices de roca, pero en 
condiciones ácidas se disuelve con mayor facilidad (Niijer et al., 2000) lo que 
dada la evidente menor cantidad de Mn en el sistema de estudio puede llegar a 
dificultar la formación y detección de óxidos e hidróxidos de este tipo. 
En el caso de los elementos Ca, Sr y Ba todos ellos pertenecientes al grupo 
de los alcalino-térreos y sus hidróxidos, las sales de hidróxidos de cationes de 
los elementos alcalinos y del ión amonio son solubles en agua, a diferencia de 
otros tipos de hidróxidos como el Fe(OH)3, lo que puede explicar el porqué de 
la baja cantidad de estos elementos en P14. Aunque el Ba correlaciona 
negativamente con la muestra P1, el Ca sin embargo se correlaciona 
positivamente (figura 25), lo que podría deberse a la acción biológica, aún bajo 
condiciones ácidas extremas, tal y como ya se ha demostrado en experimentos 
de laboratorio (Sánchez-Román et al., 2014). 
No obstante, es interesante remarcar que en P1Ext se observa con respecto 
a P1Int una mayor cantidad del Mn, Ca o Ba (figura 17-B; apartado 5.1.2), 
cuyos valores en algunos casos son bastante llamativos, lo que junto con las 
observaciones del SEM (apartado 5.2.2.1), refuerza la idea de una acumulación 
de este tipo de elementos sobre la superficie de la roca P1, lo que refuerza su 
candidatura a barniz de roca dadas las características observadas y con al 
menos una indirecta influencia biológica en la presencia mayor de estos 
elementos en P1Ext. 
Una posible explicación para las diferencias encontradas en los elementos 
comentados en el párrafo anterior podría ser que la parte externa se haya 
depositado más recientemente y por lo tanto pueda tener mayor cantidad de los 
elementos que han podido depositarse al evaporarse el agua que moja la roca, 
aunque los lavados por el agua ácida del río al incidir sobre la roca puede 
provocar que algunos elementos se eliminen si no están anclados a la matriz, 
lo que contrasta con los barnices de roca de los desiertos, con una clara 
tendencia de acumulación de material debido a la falta de agua que pueda 
lixiviar los elementos presentes. 
Otra explicación podría deberse a la actividad microbiana, que pudiera 
favorecer la deposición de dichos elementos tal y como se ha comentado antes 
con el calcio (Sánchez-Román et al., 2014; Bohu et al., 2016) o bien que la 
presencia de microorganismos creciendo activamente pudiera favorecer 
indirectamente la deposición gracias a la adsorción de cationes en sus paredes 
y membranas celulares (Silhavy et al., 2010). 
                                            
4 Valor de solubilidad del Ba(OH)2 > Sr(OH)2 > Ca(OH)2 en el agua a una presión de 1 atm 
entre 10ºC y 40ºC; https://srdata.nist.gov/solubility/index.aspx. 
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5.4 Análisis isotópicos 
 
Dadas las características mineralógicas y de elementos químicos presentes 
en las diferentes muestras de roca, se decidió realizar un análisis isotópico 
tanto en las muestras de la unidad litoestratigráfica del Origen (Hem y Mag) 
como en la muestra de roca P1, con el fin de detectar similitudes y diferencias 
en la cantidad de nitrógeno y carbono total presente en las mismas y 
determinar el impacto que pudiera tener la composición de las muestras en las 
posibles comunidades microbianas presentes en ellas o bien si estas 
comunidades pudieran influir en la química y mineralogía de las muestras 
(apartado 4.4). 
Los datos isotópicos del δ15N y δ13C obtenidos de las muestras Hem, Mag y 
P1 reflejan por un lado una clara diferencia entre las dos muestras del Origen 
respecto de P1 (figura 29), algo que podría ser debido por la diferente 
localización de las muestras (Origen versus Berrocal), ya que son lugares con 
características fisicoquímicas muy diferentes (apartado 4.1). Los valores de 
δ13C / δ12C obtenidos (tabla 23, apéndice C) indican que puede tratarse la 
materia orgánica como un producto de deposición sedimentaria (Vitoria et al., 
2004). 
La relación C / N, en Hem es de 5,5 que es más de 2 veces superior a la 
relación calculado para Mag y P1, los cuales son mucho más similares entre sí 
(2,1 y 2,4 respectivamente). Situándose P1 en una posición intermedia a las 
muestras del Origen, aunque más próximo al ratio calculado para Mag (figura 
30 y tabla 23, apéndice C), lo que refleja una importante pérdida de nitrógeno 
en la muestra Hem ya que la mayor cantidad de materia orgánica presente en 
la muestra no va acompañado de un incremento proporcional a la cantidad de 
nitrógeno presente en la misma, algo que es compatible con la idea de un 
cambio redox en la unidad litoestratigráfica (Godfrey and Falkowski, 2009), 
apoyando los análisis isotópicos los resultados mineralógicos observados para 
estas muestras (apartado 5.1).  
Como veremos más adelante, los resultados bioinformáticos de la inferencia 
metabólica realizada con el software Piphillin a partir de los datos de 
secuenciación también apoyan las observaciones comentadas sobre el N, con 
la desnitrificación como ruta metabólica principal en el metabolismo del 
nitrógeno, lo que podría explicar la pérdida de nitrógeno observado en Hem 
(apartado 5.6.3.2). 
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Figura 29: Valores de δ15N y δ13C (indicados en los recuadros de cada punto) de las 
muestras Hem (punto rojo), Mag (punto amarillo) y P1 (punto azul). 
 
 
Figura 30: Abundancia total de N y C en las muestras Hem, Mag y P1. Se observa 
una gran cantidad de materia orgánica en Hem respecto Mag y P1; sin embargo, las 
muestras del Origen poseen una cantidad de nitrógeno mayor. 
 
5.5 Extracción de ADN 
 
Para estudiar la caracterización de la diversidad de las comunidades 
microbianas que puedan estar presentes en las muestras, se han aplicado 
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distintas técnicas de extracción de ADN con el fin de seleccionar el método 
más eficiente (tabla 17). 
Esta optimización es consecuencia de las dificultades intrínsicas para extraer 
ADN de muestras enriquecidas en hierro y metales pesados, la baja biomasa 
inherente a este tipo de muestras y la poca cantidad de material disponible de 
las muestras seleccionadas dada su naturaleza, lo que se convierte en un reto 
para obtener una cantidad de ADN suficiente y de calidad para una correcta 
amplificación y posterior secuenciación (Direito et al., 2012). 
Se aplicaron cuatro metodologías diferentes utilizando las muestras de la 
unidad litoestratigráfica del Origen (Hem y Mag). Se decidió utilizar estas 
muestras ya que son similares a las muestras Ror y P1 en mineralogía y 
composición elemental a diferencia de los sedimentos y además porque se 
disponía de una mayor cantidad de material, ya que en las muestras Ror y P1 
la extracción de material de los revestimientos sobre la roca no permitieron 
obtener más de 5 gramos de material en total, que debió ser dedicado no sólo 
a la caracterización biológica, sino también a los análisis de XRD, ICP-MS e 
isótopos, lo que limitó severamente su utilización en pruebas de optimización. 
 
Tabla 17: Resultados de las extracciones de DNA usando diferentes 
metodologías. 
Métodos aplicados Parámetros Hem Mag 
Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamílico 
[ADN] ng/ul 0,28 0,18 
A260 / A280 1,01 1,03 
A260 / A230 0,36 0,36 
Tampón-XS 
[ADN] ng/ul 2,69 [1] 1,71 [1] 
A260 / A280 1,35 1,35 
A260 / A230 0,48 0,33 
 
PowerSoil DNA Isolation Kit 
 
[ADN] ng/ul 12,20 1,57 
A260 / A280 1,94 0,56 
A260 / A230 0,55 0,53 
 
P/EtOH + PowerSoil DNA Isolation 
Kit 
 
[ADN] ng/ul 
[2] [2] A260 / A280 
A260 / A230 
[1]: Se observó un color rojizo al final de la extracción, especialmente en Mag. 
[2]: Se formaron precipitados durante el proceso de incubación con P/EtOH. 
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En términos generales el PowerSoil DNA Isolation Kit generó resultados 
significativamente mejores respecto a las otras técnicas empleadas,  como la 
modificación del protocolo PowerSoil DNA Isolation Kit de Direito et al., 2012, lo 
que refleja de alguna manera la gran dificultad en el tratamiento de estas 
muestras (tabla 17). 
De hecho para la muestra Mag con el fin de obtener ADN suficiente para 
amplificar y secuenciar, fue necesario realizar la extracción un total de tres 
veces utilizando hasta 1,5 gramos de muestra con el fin de obtenerse 
resultados fiables para la secuenciación Sanger, a diferencia de Hem que con 
0,5 g de material fue suficiente, algo que puede estar en consonancia con la 
menor disponibilidad de material orgánico detectado en esta muestra en los 
análisis isotópicos (apartado 5.4). 
Dados los resultados obtenidos (tabla 17), se consideró que el PowerSoil 
DNA Isolation Kit sin modificaciones era la mejor opción para utilizar en las 
muestras ambientales. En el caso de los cultivos, se obtuvo un buen resultado 
utilizando el método del tampón-XS. De hecho, dos de las tres muestras de 
cultivos (DG + S0 de Hem y Mag) que han podido ser satisfactoriamente 
secuenciadas el ADN fueron extraídas con esta metodología. 
 
5.6 Caracterización de la biodiversidad 
 
Se aplicaron distintas técnicas para la caracterización de la biodiversidad de 
las muestras con el fin de obtener resultados complementarios que permitan 
identificar aquellos resultados apoyados por metodologías independientes 
(apartado 4.5). Las técnicas empleadas fueron por un lado la secuenciación de 
las muestras ambientales utilizando dos métodos de secuenciación diferentes: 
Sanger (apartado 4.5.5) para los sedimentos del margen del río en Berrocal, 
cuya diversidad ya es conocida por trabajos precedentes (Amils et al., 2014), y 
para las muestras Ror, Hem y Mag del Origen e illumina (apartado 4.5.6) para 
las muestras consideradas más relevantes, las de la unidad litoestratigráfica del 
Origen (Hem y Mag) y la roca de Berrocal (P1), permitiendo además contrastar 
la información obtenida por secuenciación Sanger de las muestras Hem y Mag. 
También se aplicó en las muestras Berr, Hem, Mag y P1 la técnica de 
hibridación in situ fluorescente, CARD-FISH, con el fin de identificar y 
cuantificar los microorganismos presentes en las muestras, evitando los 
problemas de autofluorescencia de los minerales, y se obtuvieron cultivos de 
enriquecimiento con el fin de determinar los microorganismos capaces de 
desarrollarse en distintos medios, apoyando y ampliando los resultados de 
diversidad obtenidos a partir de la extracción y secuenciación del ADN de las 
muestras ambientales. Los microorganismos o grupos de microorganismos 
identificados utilizando distintas metodologías facilitan la selección de los 
elementos más importantes en el ecosistema, en nuestro caso facilitando la 
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comparación de las comunidades microbianas asociadas a los distintos tipos 
de roca analizados. 
Combinando los diferentes resultados obtenidos se han desarrollado 
diferentes modelos geomicrobiológicos de las muestras de roca con el fin de 
entender su papel en los distintos ciclos biogeoquímicos que se desarrollan en 
los revestimientos de roca en un ambiente ácido extremo como es la cuenca 
del Río Tinto (figura 60-64, apartado 6). 
 
5.6.1 Secuenciación del ADN 
 
Las muestras de ADN secuenciadas mediante el método de Sanger (Berr, 
Ror, Hem y Mag) fueron amplificadas mediante PCR específicas usando los 
cebadores 27F y 1492R para Bacteria y 3F y 1492R para las Achaea. En las 
PCRs sólo se observó amplificación positiva con los cebadores de Bacteria. 
Posteriormente se realizaron clonajes de los productos de PCR obtenidos y se 
secuenciaron los transformantes positivos, procediéndose a la identificación de 
los microorganismos clonados y a la realización de las oportunas curvas de 
rarefacción (apéndice F). 
Con el fin de contrastar y obtener una información ecológica más completa 
de las comunidades microbianas de lo que puede aportar la secuenciación 
Sanger en las muestras Hem y Mag y sobre la limitada cantidad obtenida de la 
muestra de roca P1, se aplicó el método de secuenciación Illumina Mi-Seq. La 
selección de estas muestras para la secuenciación masiva se debió a que se 
consideraron las más interesantes a analizar por ser una unidad 
litoestratigráfica, Hem y Mag, que nos permitirá estudiar los cambios de 
composición micirobiana en la superficie de las rocas a lo largo del tiempo y P1 
por ser su deposición sobre la roca un revestimiento muy diferente a las 
muestras del Origen. 
Los cultivos de enriquecimiento desarrollados (apartado 4.5.8) también 
fueron secuenciados con Illumina Mi-Seq para su posterior análisis y 
comparación, excepto el cultivo DG de P1 que se secuenció por Sanger 
(apartado 5.6.1.3.3). 
Previo a su secuenciación por Illumina Mi-Seq, las muestras fueron 
analizadas por qPCR (figura 31-32) con el fin de asegurar que los resultados de 
secuenciación eran fiables y de utilidad para el recuento de abundancias 
(apartado 4.5.3). Es por ello que se incluyó un control negativo para 
contrastarlo con las muestras y eliminar los sesgos debido a la presencia de 
ADN contaminante en las muestras.  
En el control negativo utilizado para las muestras ambientales, más del 80% 
de las lecturas de la secuenciación se clasificaron como γ-Proteobacteria, 
perteneciendo a los géneros bacterianos Escherichia-Shigella, Enhydrobacter y 
Pseudomonas. 
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En el caso de los cultivos de enriquecimiento, el control negativo fue muy 
similar al control negativo de las muestras ambientales, con más de la mitad de 
las secuencias identificadas como γ-Proteobacteria (Pseudomonadales, 
Oceanospirillales, Enterobacteriales) y como miembros de la familia de las 
Corynebacteriales Sphingomonadales y Lactobacillales. 
Se pudo comprobar que los triplicados de las qPCR de las muestras 
ambientales generaron una amplificación mayor que el triplicado del control 
negativo (figura 31). La curva de amplificación de P1 reflejó un valor 
aproximado de 104 copias de ARNr, en Hem un valor de 103 y en Mag reflejó 
un valor entre 102 y 103 copias de ARNr 16S por µl de acuerdo a los 
estándares de las qPCR utilizadas en el laboratorio en el que se realizaron las 
secuenciaciones (apéndice, apartado E). 
En el caso de los cultivos de enriquecimiento solo se pudieron analizar tres 
muestras: Hem y Mag DG + S0, cuyas extracciones se realizaron con el 
tampón-XS y Berr Fe+2 + NH4NO3, cuya extracción de ADN se realizó con el kit 
de PowerSoil. Estas muestras pasaron el escrutinio de la qPCR (figura 32) y el 
resultado de la secuenciación se consideró satisfactorio con respecto a la 
comparación con los resultados obtenidos en el control negativo. 
 
 
Figura 31: qPCR que muestra la amplificación revelada por fluorescencia de las 
muestras ambientales versus el número de ciclos realizados. En rojo, Hem; en 
amarillo, Mag; en azul, P1; en blanco, control negativo. La línea azul horizontal 
determina dónde el programa considera que comienza la amplificación exponencial de 
las muestras. 
 
Se obtuvieron en torno a 3·106 de lecturas  para cada una de las 
secuenciaciones Illumina para Hem, Mag y P1. Tras pasar los filtros 
bioinformáticos de calidad, quedaron un 32,7% de lecturas en Hem y un 14,7% 
en Mag que fueron procesados por QIIME para obtener la afiliación taxonómica 
de cada lectura y contrastarlo con la secuenciación del control negativo con el 
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fin de eliminar las lecturas presentes en éste (99875 lecturas en Hem y 48992 
lecturas en Mag). En el caso de P1, se obtuvieron un 7,5% de lecturas tras 
pasar los diferentes filtros bioinformáticos de calidad y se obtuvo 
posteriormente la afiliación taxonómica de cada secuencia (18468 lecturas en 
total). Para una mayor información de los datos brutos de secuenciación, 
consultar el apartado G del apéndice. 
 
 
Figura 32: qPCR que muestra la amplificación revelada por fluorescencia de los 
cultivos de enriquecimiento versus el número de ciclos realizado. En rojo, cultivo 
DG + S0 Hem; en amarillo, En rojo, cultivo DG + S0 Mag; en azul, cultivo Fe
+2 + 
NH4NO3 Berr; en blanco, control negativo. La línea azul horizontal determina dónde el 
programa considera que la amplificación exponencial comienza en las muestras. 
 
5.6.1.1 Zona Origen. Hem, Mag y Ror   
 
5.6.1.1.1 Muestra Hem 
 
La secuenciación por Sanger reveló en Hem un total de 39 secuencias 
correctamente ensambladas. Las secuencias identificadas en Hem reflejan una 
diversidad de microorganismos mayor que la muestra Mag (apartado 5.6.1.1.2), 
entre las que destacaron secuencias de Actinobacteria (similares algunas de 
ellas en un 90-92% a Aciditerrimonas), Chloroflexi y Acidobacteria (secuencias 
similares a géneros como Edaphobacter, Bryocella y otras no clasificadas más 
allá del phylum), comunes en ambientes de suelos y rocas, entre ellas, los 
barnices de roca y las películas de hierro (Northup et al., 2003; Kuhlman et al., 
2008; Marnocha et al., 2014). También se han detectado algunas secuencias 
pertenecientes a α-Proteobacterias (Acidiphilium sp.), β-Proteobacterias 
(secuencias similares en un 92-93% a los géneros Ralstonia y Pseudomonas) y 
una secuencia del phylum Planctomycetes (HEM30; figura 73, apéndice H; 
Nostocoida, JQ067914). También una secuencia desconocida (HEM39; figura 
73; apéndice H) que ya había sido previamente identificada en trabajos 
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anteriores en Río Tinto (HM745453, González-Toril et al., 2011) y cuya 
búsqueda con RDP indica que se asemeja al phylum Firmicutes. 
 
 
Figura 33: Grupos de secuencias identificadas por Sanger en Hem. 
 
Es de interés remarcar que se han podido distinguir dos clases de 
secuencias diferentes en Hem dentro del phylum Chloroflexi, con una 
abundancia similar, lo que se pudo contrastar con el árbol filogenético de las 
secuencias mostrado en la figura 73, apéndice H (HEM1-11; HEM1-6 por un 
lado y HEM7-11 por otro lado) y en la figura 38, apartado 5.6.1.1.2, en la que 
se muestra el árbol filogenético obtenido con estas secuencias y con las 
secuencias de Chloroflexi identificadas mediante secuenciación Illumina en 
Hem y en Mag con el fin de comprobar la relación entre las mismas. La 
búsqueda por Blastn de los dos tipos de secuencias identificados por Sanger 
reflejó que ambas eran similares a la clase Ktedonobacteria (aunque con 
menos de un 90% de identidad), un linaje caracterizado por corresponder a 
microorganismos heterótrofos filamentosos y formadores de esporas en suelos 
(Cavaletti et al., 2006; Yokota, 2012). 
Todas las secuencias Sanger obtenidas para la muestra Hem se agruparon 
en un árbol filogenético (figura 73, apéndice H y tabla 27, apéndice J) con el 
objetivo de corroborar los resultados del Blastn así como las relaciones de las 
diferentes secuencias identificadas por Sanger (10 OTUs en total) utilizando la 
base de datos del NCBI. La curva de rarefacción de la secuenciación Sanger 
de la muestra se puede consultar en la figura 67, apéndice F. 
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En la secuenciación Illumina Mi-Seq en Hem se obtuvieron un total de 99875 
lecturas que pasaron los filtros de calidad y el escrutinio del control negativo. La 
curva de rarefacción de la secuenciación Illumina de la muestra se puede 
consultar en la figura 70, apéndice F. 
Las secuencias identificadas revelaron una gran abundancia de los phyla 
Actinobacteria [30,05%], con diferentes miembros del orden de las Frankiales 
[6,15%] como Acidothermus [4,06%] y del orden Acidimicrobiales [0,53%]; 
miembros de la familia Sporichthyaceae [0,83%], Geodermatophilaceae 
(Modestobacter [0,002%]), orden Micrococcales [1,66%], Propionibacteriales 
(Aeromicrobium [0,44%]); Takashi AC-B11 [0,44%] y miembros de la familia de 
las Solirubrobacterales [2,66%] como Conexibacter [0,73%] o géneros como 
Actinospica [17,74%]; el phylum Bacteroidetes [26,30%], con el orden 
Flavobacteriales [11,31%], con microorganismos del género Flavobacterium 
[8,33%] y Fluviicola [2,98%]; el orden de los Sphingobacteriales [8,30%] con 
Sedimentibacterium [6,95%] o el grupo marino “NS11-12” [0,66%] y el orden de 
las Cytophagales [5,66%] con los géneros Pseudarciella [3,77%], Cytophaga 
[1%] y Arcicella [0,86%]; α-Proteobacteria [10,36%], entre los que destacan el 
orden de los Rhizobiales [5,51%] con géneros como Bradyrhizobium [1,43%], 
Mesorhizobium [0,13%], Nitrobacter [0,08%] y Ochrobactrum [0,07%] ; géneros 
como Acidiphilium ([2,37%], perteneciente al orden Rhodospirillales [2,71%]), 
Sphingomonas [0,81%] o Sphingopyxis [0,38%] (pertenecientes al orden 
Sphingomonadales [1,87%]) y el orden Caulobacteriales [0,20%] con los 
géneros Asticcacaulis [0,12%] y Caulobacter [0,08%]; en las β-Proteobacteria 
[17,03%], con el orden Burkholderiales [5,90%] con miembros como 
Polynucleobacter [1,01%], Acidovorax [0,58%], Herbaspirillum [0,19%], 
Rhizobacter [0,16%], Delftia [0,04%], Ralstonia [0,03%], Undibacterium [0,03%], 
Tepidimonas [0,02%] y Hermiinimonas [0,002%] y el orden de los 
Methylophilales [10,68%] y de los Nitrosomonadales [Nitrosomonas; 0,17%]; 
miembros de γ-Proteobacteria, en las que destacan los géneros Acinetobacter 
[0,19%] y Azotobacter [0,003%] (orden Pseudomonadales; 0,19%), el género 
Metallibacterium [1,08%], del orden Xantomonadales [1,73%] y algunas 
lecturas pertenecientes al género Gilliamella (orden  Orbales; 0,65%). Y por 
último los phyla Chloroflexi [4,31%] y Acidobacteria [2,33%], componiendo 
estos microorganismos entorno al 85% de la diversidad observada en la 
muestra. 
Se identificaron, aunque en muy baja cantidad, secuencias de diferentes 
miembros de las CPR, un grupo filogenético (superphylum) recientemente 
propuesto para que se denomine Patescibacteria (Hug et al., 2016; Parks et al., 
2018) pero que en conjunto conformaron un nada despreciable 1,7% del total 
de lecturas identificadas en las que se incluyen las Parcubacteria [1,25%], 
Microgenomates [0,27%], Peregrinibacteria [0,15%], Berkelbacteria [0,01%], 
Gracilibacteria [0,01%] y Saccharibacteria [0,01%].  
También se observaron secuencias pertenecientes a las δ-Proteobacteria 
[1,85%], a Firmicutes [0,42%] (con miembros pertenecientes a los órdenes 
Bacillales [0,37%] y Clostridiales [0,03%]), Microgenomates [0,27%], 
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Gemmatimonadetes [0,21%], Planctomycetes [0,17%], Verrucomicrobia 
[0,10%] y Archaea (Euryarchaeota [0,73%]) (figura 34) junto con un total de 
3,71% del total de lecturas de la muestra Hem distribuídas en 17 secuencias 
que no pudieron ser inicialmente clasificadas por QIIME. 
Aunque el análisis por CARD-FISH de la muestra Hem reveló una señal 
positiva con la sonda específica de Cyanobacteria, dado que no se obtuvo 
ningún tipo de amplificación utilizando una PCR específica y la única secuencia 
identificada inicialmente como Cyanobacteria resultó estar próxima 
filogenéticamente a secuencias de Actinobacterias, esta secuencia compuesta 
por 2 lecturas fue eliminada de los análisis de cálculo de abundancias.  
Durante el procesado manual de los datos de secuenciación se observaron 
un total de 417 lecturas del phyla Fusobacteria correspondiendo a un 0,4% de 
las secuencias de esta muestra. Este phyla no se observó en el control 
negativo de la secuenciación, pero fue eliminado del análisis al tratarse de un 
grupo de microorganismos descritos como presentes en el tracto intestinal de 
animales y como contaminante común de PCRs (Bennett and Eley, 1993; 
Salter et al., 2014). 
 
 
Figura 34: Abundancias relativas de diferentes phyla y clases en la muestra Hem 
obtenido mediante la secuenciación por Illumina. 
 
Para averiguar la identificación más probable de las 17 secuencias no 
clasificadas por QIIME, se realizó un árbol filogenético mediante inferencia 
bayesiana con el fin de explorar el conjunto de árboles más probables que 
agrupe estas secuencias, junto con una búsqueda exhaustiva de cada 
secuencia utilizando las herramientas Blastn y RDP Seqmatch con el fin de 
darles una categorización taxonómica adecuada para realizar un cálculo 
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adecuado de las abundancias relativas de cada grupo microbiano (figura 35 y 
tabla 28, apéndice J). 
El análisis reveló que un 35% de las secuencias fueron identificadas como 
Parcubacteria y otro 35% como Proteobacteria, clasificadas en diferentes 
clases (excepto una de ellas que no pudo ser identificada con la suficiente 
confianza). El resto de secuencias se identificaron como Actinobacteria, 
Planctomycetes, Cyanobacteria y Euryarchaea. 
A nivel general habría que destacar una mayor diversidad en la muestra 
Hem que en las muestras Mag y P1, tanto a nivel taxonómico como 
metabólico. Entre ellos una gran presencia de Acidobacteria, Acidimicrobiales 
(conocidos en taxonomía por ser oxidadores de hierro; Stackebrandt et al., 
1997), Acidiphillium (San Martin-Uriz et al., 2011) o Acidovorax (Chakraborty et 
al., 2011), también oxidadores de hierro; Frankiales o Rhizobiales (fijadores de 
nitrógeno), y numerosos heterótrofos (Bacteroidetes, Firmicutes, 
Actinobacteria, Acinetobacter, Metallibacterium…). 
 
 
Figura 35: Análisis bayesiano de las secuencias desconocidas identificadas por 
Illumina en Hem. En azul las identificadas como Actinobacterias, en marrón las 
identificadas como Parcubacteria. Modelo de sustitución nucleotídica GTR+λ (λ 
=0,460); Log-likelihood= -2667,0830; f(A)= 0,2821; f(T)= 0,2243; f(C)=0,1894; f(G)= 
0,3042. Como outgroup se utilizó una secuencia 16S de Escherichia coli (Van de Peer 
et al., 1996). 
 
Para finalizar con los datos de secuenciación de la muestra Hem, habría que 
hacer una mención especial a las bacterias CPR (Patescibacteria), un nuevo 
superphylum del árbol de la vida recientemente propuesto (Parks et al., 2018) y 
cuyos análisis metagenómicos revela un posible estilo de vida simbiótico,  
muchos de ellos implicados en la degradación de compuestos orgánicos y 
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algunos como las Parcubacteria, con capacidad potencial de reducción del 
nitrato (Castelle et al., 2018; Leon-Zayas et al., 2017).  
Un total de 6 taxones CPR en la secuenciación por Illumina fueron 
identificados: Berkelbacteria, Gracilibacteria, Microgenomates, Parcubacteria, 
Peregrinibacteria y Saccharibacteria, estando exclusivamente presentes en la 
muestra Hem, excepto Saccharibacteria, que también se encontró en la 
secuenciación masiva de P1 y Parcubacteria en el cultivo de enriquecimiento 
de Mag. Su abundancia, del 1,7%, permite pensar que tengan un papel 
importante en sintrofias metabólicas dadas las características de la comunidad 
en Hem con abundancia de degradadores de materia orgánica. 
 
5.6.1.1.2 Muestra Mag 
 
La secuenciación por Sanger sólo permitió obtener en la primera extracción 
de ADN realizada en Mag (denominada Mag-1) un total de 8 secuencias 
ensambladas (figura 36). 
La identificación de las secuencias en Mag-1 reveló que algunas pertenecen 
a Streptococcus y Enterobacter (MAG8 y MAG49-50; figura 75, apéndice H), 
microorganismos que son contaminantes comunes de la amplificación por PCR 
(Salter et al., 2014). Así que dada la poca fiabilidad y bajo número de lecturas 
obtenidas en esta primera extracción, se procedió a una nueva extracción de 
ADN, amplificación y clonaje, permitiendo obtener un mayor número de 
lecturas, principalmente del phylum Firmicutes (Mag-2). Para despejar 
cualquier tipo de duda sobre las secuencias y la calidad del ADN obtenido, se 
realizó una nueva extracción de ADN, amplificación y clonaje (Mag-3), 
obteniéndose en este caso un gran número de secuencias (> 40, figura 36). 
Las secuencias sospechosas de contaminación fueron excluidas para el 
posterior cálculo de abundancias relativas de cada OTU. 
El análisis del Ji-cuadrado no reveló que la 2ª y 3ª extracción de la muestra 
Mag fueran significativamente diferentes (p-valor= 0,3075). Las curvas de 
rarefacción (figura 67, apéndice F) y la comparación de secuencias y OTUs 
entre Hem y Mag reflejan que la diversidad en Mag es menor que en Hem, por 
lo que estas diferencias podría deberse a un mayor secuestro del ADN por 
parte de los minerales presentes en la muestra Mag. Sin embargo, el hecho de 
encontrar mayores dificultades en la extracción de ADN, amplificación y clonaje 
en la muestra Mag con respecto a Hem podrían estar relacionadas con una 
menor cantidad de biomasa en Mag tal y como muestran los resultados 
isotópicos (apartado 5.4). 
La mayoría de secuencias identificadas pertenecen al phylum Firmicutes 
(Bacillus, Paenibacillus). El segundo phylum más abundante fueron las 
Actinobacterias (Aciditerrimonas, Ferrimicrobium y otras que no pudieron 
clasificarse más allá del nivel de Phylum) y algunas secuencias de α, β y γ-
Proteobacterias, correspondientes a los géneros Methylobacterium, 
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Sphingomonas, Ralstonia y Enhydrobacter-Moraxella, siendo estas últimas 
pertenecientes a la misma familia que Acinetobacter (Moraxellaceae) y que 
fueron abundantes en la secuenciación por Illumina. 
Las secuencias de Mag fueron agrupadas en un árbol filogenético con el 
objetivo de corroborar los resultados del Blastn y las relaciones de las 
diferentes secuencias de cada OTU encontrado por Sanger utilizando las 
secuencias de la base de datos del NCBI. Dada las dificultades de ensamblar 
muchas de las secuencias obtenidas en las secuenciaciones Sanger de Mag 
con su correspondiente lectura reversa, se procedió a obtener dos árboles para 
confirmar los resultados del Blastn y comparar la agrupación de las lecturas, 
uno para las lecturas en una dirección y otro árbol filogenético con las lecturas 
reversas, e incluyendo en ambos árboles filogenéticos realizados las lecturas 
que sí fueron correctamente ensambladas por Pregap4/Gap4 (figura 74-75, 
apéndice H). 
 
 
Figura 36: Grupos de secuencias identificadas por Sanger en la muestra Mag 
(Mag-1, Mag-2 y Mag-3: 1ª, 2ª y 3ª extracción realizadas). 
 
Con una menor diversidad observada en la muestra Mag con respecto a 
Hem o P1, los principales grupos microbianos identificados en las 48992 
lecturas de secuenciación Illumina Mi-Seq que pasaron los diferentes filtros 
bioinformáticos y del control negativo fueron (en orden de mayor a menor 
abundancia relativa): el phylum Actinobacteria [27,20%], con miembros de las 
Acidimicrobiales [21,72%], Micrococcales [2,62] y Frankiales [2,48%]; el 
dominio Archaea [20,88%] (género Thermoplasma [20,78%] y microorganismos 
del orden de los Methanosarcinales, como Methanomethylovorans [0,10%]); el 
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phylum Firmicutes [16,21%] (orden Bacillales [4,08%]; Bacillus [3,97%], 
Staphylococcus [0,11%] y orden Clostridiales [12,13%] con géneros, como 
Clostridium [3,75%], Peptoniphilus [2,85%], Anaerococcus [2,52%], 
Paraclostridium [1,45%], Sulfobacillus [1,30%] y Fonticella  [0,19%]); las 
Proteobacteria (α [8,33%], β [2,56%], λ [16,16%]), destacando géneros del 
orden Rhizobiales [2,65%] como Methylobacterium [2,03%] y Ochrobactrum 
[0,36%]; en el orden Rhodospirillales [5,67%] con géneros como Roseomonas 
[5,16%] y Skermanella [0,51%] en α-Proteobacteria; Herbaspirillum [1,52%], 
Ralstonia [0,12%], Delftia [0,07%], Tepidimonas [0,05%], Undibacterium 
[0,01%] o Acidovorax [0,01%] en β-Proteobacteria (todas del orden 
Burkholderiales [2,56%]). En las γ-Proteobacteria: Acinetobacter [14,29%] y 
Enhydrobacter [0,025%] (orden Pseudomonadales [14,31%]); Photobacterium 
([1,50%]; algunos capaces de ser bioluminiscentes, simbiontes de otros 
microorganismos y degradadores de carbohidratos complejos; Vezzi et al., 
2005) y Actinobacillus [0,33%]; Chloroflexi [4,58%] y Bacteroidetes [4,08] 
(destacando el género Capnocytophaga [3,09%], encontrado en suelos 
glaciares; Li Yang et al., 2016), situándose todos estos phyla microbianos con 
al menos un 2% de abundancia relativa en la muestra (figura 37). Para obtener 
una mayor información acerca de la curva de rarefacción y la secuenciación 
masiva de esta muestra, ver la figura 71 del apéndice F y la tabla 25 del 
apéndice G respectivamente. 
 
 
Figura 37: Abundancias relativas de diferentes Phyla y clases en la muestra Mag 
obtenidas mediante la secuenciación por Illumina. 
 
Durante el procesado de la muestra Mag se observaron un total de 2399 
lecturas clasificadas por la herramienta QIIME como Cyanobacteria / 
Chloroplast, representando un 4,67% del total de las lecturas de la muestra. 
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Dado que la PCR específica para Cyanobacteria no obtuvo amplificación y 
además la hibridación no reveló ninguna señal positiva de Cyanobacteria, se 
procedió a eliminar este resultado de los análisis. A diferencia de la muestra 
Hem y de la muestra P1, no se observaron secuencias sin identificar por 
QIIME. 
Como ya se ha comentado en el apartado 5.6.1.1.1, se pudieron distinguir 
dos clases de secuencias en Hem por Sanger con una abundancia análoga 
para ambas lecturas y similares a Ktedonobacteria, aunque con menos del 90% 
de identidad. Para contrastar si las secuencias obtenidas por Illumina de Hem y 
Mag y las secuencias Sanger de Hem corresponden a las mismas secuencias 
de microorganismos se procedió a la construcción de un árbol filogenético de 
máxima verosimilitud con el fin de evidenciar las relaciones que presentan 
(figura 38). 
Este análisis reveló la existencia de algunas secuencias con gran similitud a 
las obtenidas en Hem procedentes tanto por secuenciación Sanger como por 
Illumina, no sólo confirmando los dos tipos de secuencias de Chloroflexi 
observados por Sanger, sino que además se pudieron identificar 4 grupos 
claramente diferenciados filogenéticamente. Todas estas secuencias a su vez 
difirieron de las secuencias generadas en la muestra Mag por Illumina. Aunque 
la abundancia relativa de Chloroflexi en la secuenciación masiva en Hem y 
Mag fue similar (entorno al 4%), existe claramente una mayor diversidad de 
secuencias Chloroflexi en Hem que en Mag, algo que puede ser compatible 
con las observaciones generalizadas de las secuenciaciones entre las dos 
muestras. 
Entre los microrganismos identificados en Mag cabría destacar la gran 
cantidad de microorganismos heterótrofos encontrados (Thermoplasma, 
Bacillus, Sulfobacillus, Clostridium, Methylobacterium, Acinetobacter), 
microorganismos fijadores de nitrógeno (en mayor abundancia que en Hem), 
microorganismos con capacidad de oxidar y/o reducir azufre como el género 
Sulfobacillus (Justice et al., 2014), el género Clostridium, o la familia de las 
Pepto(strepto)cocacceae (Castro et al., 2000; Petzsch et al., 2015) y metales 
pesados, del cual destaca el hierro (el phylum Actinobacteria, cuya mayoría de 
secuencias son de la clase Acidimicrobiales han sido descritos como 
oxidadores de hierro [Stackebrandt et al., 1997], así como géneros microbianos 
como Ferroplasma (Archaea), Ralstonia, Acinetobacter o Roseomonas)5 que 
indican de manera significativa que hay un fuerte acople metabólico del ciclo 
del azufre y, sobre todo, del ciclo del hierro con el ciclo del carbono en el 
ecosistema y con dependencia de otros microorganismos, lo que se traduciría 
con el paso del tiempo en la oxidación de la magnetita a hematita debido a la 
oxidación de Fe, tal y como observamos en la unidad litoestratigráfica 
(apartado 5.1.1). 
                                            
5 Microorganismos como Acinetobacter o Roseomonas son capaces de oxidar / reducir ciertos 
metales pesados como Mn o As (Boswell et al., 2001; Bagade et al., 2016). 
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Figura 38: Árbol filogenético por máxima verosimilitud de las secuencias 
identificadas como Chloroflexi en Hem y Mag por Sanger (denominadas HEM) 
como por Illumina (denominadas OTUHEM u OTUMAG en función de la muestra de la 
que proceden y con una i al final del nombre). Se puede observar que las secuencias 
encontradas en Mag forman dos grupos bien diferenciados del resto de las secuencias 
que han sido identificadas en Hem. En Hem, teniendo en cuenta los datos de Sanger 
e Illumina se observan 4 grupos claramente diferenciados. Topología: NNI; árbol 
inicial: BioNJ; modelo de sustitución nucleotídica GTR+λ+I (λ =1,860; I=0,317); Log-
likelihood= -1780,30635; f(A)= 0,22192; f(T)= 0,15849; f(C)=0,22961; f(G)= 0,38999. 
Como outgroup se utilizó una secuencia 16S de Escherichia coli (Van de Peer et al., 
1996). 
 
5.6.1.1.3 Muestra Ror 
 
En cuanto a la muestra de roca Ror, en un primer análisis (Ror-1) se 
obtuvieron por Sanger un total de 15 secuencias ensambladas de 96 (figura 
39). Dado el bajo número de lecturas obtenidas, se procedió a una nueva 
extracción en la que se obtuvieron un total de 71 secuencias (Ror-2, figura 39). 
Las secuencias identificadas como Chloroflexi correspondieron a dos tipos 
diferentes, igual a lo encontrado en la secuenciación de Hem. También se 
identificaron dos tipos de lecturas de Chlorophyta en los análisis por Blastn. 
La revisión de todas las lecturas reveló una secuencia identificada como 
Streptococcus salivarus (Ror71; figura 76, apéndice H y tabla 27, apéndice J) 
por lo que fue eliminada para los posteriores cálculos de abundancia. 
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Figura 39: Grupos de secuencias identificadas por Sanger en la muestra Ror (1ª 
y 2ª extracción). La Ji-cuadrado no reveló diferencias significativas entre ambas 
extracciones 
 
Las curvas de rarefacción (figura 68, apéndice F) muestran que los datos de 
la primera extracción no son representativos de la comunidad microbiana. Por 
esta razón se procedió a una segunda extracción de ADN, amplificación y 
clonaje que representara adecuadamente la diversidad existente en la muestra. 
La identificación de la mayoría de secuencias, cuyas agrupaciones se 
confirmaron con un árbol filogenético (figura 76, apéndice H y tabla 27, 
apéndice J), indicó que Ror se caracteriza por corresponder a una comunidad 
microbiana potencialmente fotótrofa (Chloroflexi, Ror69, 70 y 85 similares a las 
secuencias de Hem; y especialmente Chlorophyta, Ror24-68; figura 76, 
apéndice H), aunque un análisis en detalle refleja que Ror85 pertenece al 
phylum Armatimonadetes. Dado que los cebadores 27F y 1492R utilizados son 
genéricos, no puede saberse con certeza si las secuencias de Chlorophyta 
obtenidas provienen de cloroplastos algales o corresponden a secuencias del 
phylum Cyanobacteria, microorganismos que en ambos casos han sido 
identificados en el ambiente ácido extremo de Río Tinto (Aguilera et al., 2004; 
Puente-Sánchez et al., 2018). 
Aunque se realizó una PCR utilizando cebadores para la amplificación 
específica de Cyanobacteria en todas las muestras, únicamente se obtuvo 
resultado positivo en la muestra Ror (figura 66, apéndice D) obteniéndose dos 
grupos de secuencias con un porcentaje de identidad del 93% con muestras 
ambientales del desierto de Utah (EU751426, EU751583) y la filosfera de 
bosques templados (KU219399). Estos resultados únicamente nos permite 
confirmar la presencia de organismos fotosintéticos en la muestra Ror. 
También se observaron secuencias de Acidobacteria (Ror1-18, 73, 75, 81, 
83; figura 76, apéndice H y tabla 27, apéndice J), que pueden dividirse en 2 
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OTUs diferentes y que se asemejan a Acidobacterias de suelos; secuencias de 
Actinobacteria (Ror19, 21 y 22; figura 76, apéndice H y tabla 27, apéndice J), 
todas con un porcentaje de similitud del 89-91% a secuencias del orden 
Acidimicrobiales; una secuencia adicional de Firmicutes diferente de la 
secuencia de Streptococcus salivarus encontrada (Ror23; figura 76, apéndice H 
y tabla 27, apéndice J), perteneciente al orden de los Bacillales (similar a 
Alicyclobacillus) y una secuencia de δ-Proteobacteria (Ror20; figura 76, 
apéndice H y tabla 27, apéndice J). 
Los resultados obtenidos con la muestra Ror vienen a respaldar las 
observaciones realizadas en las muestras de la unidad litoestaigráfica del 
Origen que claramente muestran que conforme aumenta el estado de oxidación 
del sistema, aumenta la diversidad microbiana, apareciendo microorganismos 
que están ausentes en las condiciones menos oxidantes. 
 
5.6.1.2 Zona Berrocal 
 
5.6.1.2.1 Muestra Berr 
 
Dada la similitud química, mineralógica y de los microorganismos 
encontrados, las tres muestras de sedimentos se trataron como una única 
muestra. En este caso 3 OTUs diferentes fueron identificados mediante el 
Blastn dentro de las γ-Proteobacteria: Acidithiobacillus ferrooxidans (30 lecturas 
en total; Berr4, 7-8, 11, 16, 19-20, 23, 28, 30-32, 37, 39-41, 43, 48, 50, 52, 54, 
56, 59-60, 62, 64-65, 70-72), Metallibacterium scheffleri (10 lecturas; Berr5-6, 9-
10, 12-13, 21, 25, 33, 35) y las 26 lecturas del tercer OTU correspondieron a 
secuencias de la familia Sinobacteraceae (Berr3, 14, 17-18, 22, 27, 29, 34, 36, 
38, 42, 44-47, 49, 51, 53, 57-58, 61, 63, 66-69) con un rango de identidad entre 
el 94% y el 97% capaces de degradar moléculas orgánicas complejas 
(Fahrbach et al., 2008) y de utilizar el nitrato como aceptor de electrones 
pudiendo acoplarlo a la oxidación de hierro (Straub et al., 2003; Ho et al., 
2017).  
Los otros 3 OTUs identificados con una menor abundancia fueron 
Leptospirillum sp. (Berr01-02); Acidobacteria, similar en un 97% de identidad a 
Edaphobacter (Berr15 y 26) y Firmicutes clasificados dentro del orden de los 
Clostridiales, cercanos en un 98% de identidad a Clostridium (Berr24 y 55). En 
la figura 40 se pueden observar los grupos de secuencias identificados, en la 
figura 77, apéndice H y tabla 27, apéndice J, se puede consultar la información 
del árbol filogenético realizado con los grupos de secuencias obtenidas (Berr) y 
en la figura 69, apéndice F, la curva de rarefacción obtenida. 
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Figura 40: Grupos de secuencias Sanger identificadas en los sedimentos de 
Berrocal (Berr). 
 
Las características metabólicas de los diferentes microorganismos 
identificados refleja un activo ciclo del hierro en los sedimentos del margen del 
río, en el que Acidithiobacillus ferrooxidans es el principal microorganismo 
oxidador y reductor de hierro (confirmado por hibridación). La presencia de las 
secuencias de Leptospirillum involucrado en la oxidación del hierro apoya la 
importancia del ciclo del hierro en la muestra. La presencia de Metallibacterium, 
un microorganismo versátil presente en ambientes ácidos de minas, es 
particularmente interesante ya que es formador de biofilms y para su 
crecimiento en cultivo requiere caseína proteolizada, un requerimiento 
nutricional basado en la degradación de péptidos gracias a la secreción de 
numerosos tipos de exoproteinasas codificadas en su genoma. También es 
capaz de reducir el ión férrico (Ziegler et al., 2013; Bartsch et al., 2017). 
No es de extrañar la presencia de Firmicutes del orden Clostridiales, 
ampliamente detectado en trabajos anteriores en la cuenca del río Tinto 
(Sánchez-Andrea et al., 2011, 2012) lo que puede reflejar la presencia de 
material orgánico que está siendo consumido acoplado con la oxidación y/o 
reducción del azufre. Dada la actividad proteolítica de Metallibacterium y de 
miembros de los phyla Firmicutes y Bacteroidetes y de la clase γ-
Proteobacteria, como Acinetobacter, que se conoce que su capacidad 
degradadora de biopolímeros complejos (Toren et al., 2001; Elifantz et al., 
2005,) es razonable sugerir que la acumulación de material orgánico en el 
margen del río permite a Metallibacterium y los microorganismos detectados 
utilizar la materia orgánica  como fuente de carbono y energía. 
Sería preciso remarcar que la utilización de los aminoácidos por los 
microorganismos acumulados en el margen del río generaría la producción de 
amonio, tal y como sucede en cultivos de laboratorio con Metallibacterium 
(Bartsch et al., 2017). El cambio de pH local en el biofilm producto resultante de 
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la actividad metabólica permite a Metallibacterium disponer de un mecanismo 
adaptativo a las condiciones ácidas que imperan en la columna de agua 
(Nancucheo and Johnson, 2010; Bartsch et al., 2017). Junto con 
Acidobacterias, Firmicutes y otros microorganismos identificados por 
hibridación, como Acidiphillium sp. (apartado 5.6.4; figura 82, apéndice L), 
implicado en el ciclo del hierro mediante la oxidación de materia orgánica 
utilizando el ión férrico como aceptor de electrones, estarían otros 
microorganismos oportunistas alimentándose de la degradación de la materia 
orgánica de los productores primarios, impulsando la ecología microbiana del 
ecosistema. 
 
5.6.1.2.2 Muestra P1 
 
En la secuenciación Illumina Mi-Seq de P1, se obtuvieron un total de 18468 
lecturas tras pasar los diferentes filtros bioinformáticos de calidad y del 
escrutinio del control negativo. Para mayor información de la secuenciación de 
la muestra y para observar la curva de rarefacción obtenida, consultar la tabla 
25 del apéndice G y la figura 72 del apéndice F respectivamente. 
La diversidad observada, intermedia entre Hem y Mag, reveló la presencia 
(en orden de mayor a menor abundancia) de los phyla Firmicutes [53,19%] (con 
la identificación en el orden Bacillales [9,50%] de los géneros Staphylococcus 
[2,29%], Bacillus [2,10%], Geobacillus [1,08%], Ammoniphilus [0,48%], 
Abiotrophia [0,20%] y en el orden Clostridiales [41,59%] a los géneros 
Sulfobacillus [29,39%], Anaerococcus [16,50%], Finegoldia [3,22%], 
Peptococcus (familia Peptococcaceae) [1,20%], Ezakiella [0,84%], 
Peptoniphilus [0,74%] Sedimentibacter [0,66%] y Clostridium [0,006%]); 
Proteobacteria (clases α [11,68%], β [0,63%], γ [11,33%]), con miembros en las 
α-Proteobacteria del orden de las Caulobacteriales (Caulobacter [1,90%]), 
orden Rhizobiales [2,63%], con los géneros Methylobacterium [1,60%] y 
Pelagibacterium [0,55%] y Ochrobactrum [0,27%]; Rhodobacteriales [1,19%] 
(Rubellimicrobium [1,13%], Paracoccus [0,16%]); Rhodospirillales [4,85%] 
(Roseomonas [2,27%], Acidiphilium [1,19%], Craurococcus [0,88%]) y el orden 
Sphingomonadales (Sphingomonas [1,13%]).  
En las γ-Proteobacteria [11,33%] podemos encontrar a Marinomonas 
[2,72%], Lysobacter [1,10%], Aeromonas [0,56%], Acidithiobacillus [0,51%], 
Photobacterium [0,35%], Actinobacillus [0,005%] pero sobretodo lecturas 
correspondientes al género Acinetobacter [5,65%], un género encontrado en 
estudios de barnices de roca y en el desierto de Atacama, lo que puede indicar 
que sea un miembro importante en la formación de barnices (Kulhman et al., 
2008; Azúa-Bustos, 2018; Ren et al., 2019). En cuanto al phylum Actinobacteria 
[10,81%], se identificaron secuencias pertenecientes al género Iamia [0,11%], 
del orden Acidimicrobiales [0,11%]; al género Rhodococcus [0,77%], del orden 
Corynebacteriales; a los géneros Paeniglutamicibacter [5,08%] y Arthobacter 
[0,19%], pertenecientes al orden Micrococcales [6,40%]; el género 
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Nocardioides, del orden Propionibacteriales [0,19%]; Prauserella (orden 
Pseudonocardiales [0,04%]), Streptomyces, orden Streptomycetales [0,83%] y 
miembros del orden Gaiellales, clase Thermoleophilia [0,92%]; en el phylum 
Bacteroidetes [7,46%] se identificaron secuencias pertenecientes al orden 
Bacteroidales [4,67%], Sphingobacteriales [1,33%], Cytophagales [0,82%] y 
Flavobacteriales [0,62%] (género Capnocytophaga [0,62%]). Todos estos 
microorganismos constituyen más de 85% de la biodiversidad detectada en la 
muestra. Cerca de un 2% de lecturas corresponden al dominio Archaea 
(género Ferroplasma [1,85%]). También se observaron lecturas de Nitrospira 
(todas de Leptospirillum [0,49%]), β-Proteobacteria [0,93%] (todas del orden 
Burkholderiales con la identificación de los géneros Ralstonia [0,11%], Delftia 
[0,08%], Aquabacterium [0,02%], Herbaspirillum [0,01%] y Undibacterium 
[0,01%]) y δ-Proteobacteria [0,07%] y Saccharibacteria [2,13%], un miembro de 
las CPR (figura 41). 
Un 2,54% del total de lecturas distribuidas en 34 secuencias no pudieron ser 
identificadas por QIIME en P1, por lo que se procedió a obtener un árbol 
filogenético con inferencia bayesiana para la identificación más probable de las 
secuencias junto al análisis individual de cada secuencia por Blastn y RDP 
Seqmatch. Todas las lecturas fueron identificadas como Actinobacteria, 
excepto una de ellas que fue identificada como un Firmicutes (género 
Dethiosulfatibacter), quedando muy alejada respecto del resto de secuencias 
no identificadas (figura 42 y tabla 28, apéndice J). 
Durante el procesado manual de los datos de la secuenciación, un 4,6% de 
las lecturas fueron clasificadas por la herramienta bioinformática QIIME como  
Cyanobacteria / Chloroplast, pero ni la PCR específica de Cyanobacteria ni la 
hibridación revelaron una señal positiva de su presencia en la comunidad 
microbiana, por lo que estos resultados fueron eliminados en el cálculo de 
abundancias relativas. 
También hay que indicar que 3310 lecturas, que representarían un 14,8% 
del total de lecturas en P1, se identificaron dentro del género bacteriano 
Fusobacterium. Por el mismo motivo comentado anteriormente en la muestra 
Hem, se procedió a eliminar estas secuencias de los cálculos de análisis de 
abundancia relativa. 
Se puede observar que en la muestra P1 hay algunos microorganismos 
detectados en Hem y otros detectados en Mag, lo que indica que la 
composición y diversidad microbiana de P1 se sitúa entre las dos, hecho que 
posteriormente ha sido confirmado (apartado 5.6.2 y 5.6.3). Teniendo en 
cuenta que las características de la ubicación de P1 son completamente 
distintas a las de la unidad litoestratigráfica del Origen. Una posible explicación 
factible podría estar en las crecidas estacionales del cauce del río, las cuales 
aportarían junto con partículas orgánicas e inorgánicas microorganismos 
procedentes del río y de los sedimentos a la vez que se eliminarían por arrastre 
la presencia de otros, restableciendo parcialmente la comunidad microbiana del 
ecosistema.  
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En la figura 47 (apartado 5.6.2) se muestra que la composición microbiana 
de P1 es claramente más semejante a Mag, una comunidad microbiana que no 
está madura al no haber tenido los microorganismos el tiempo suficiente para 
realizar los cambios geoquímicos que permiten un aumento de la complejidad 
en el ecosistema. 
 
 
Figura 41: Abundancia relativa en la muestra P1 obtenida por Illumina. 
 
 
Figura 42: Árbol de análisis bayesiano realizado para la agrupación de las 
secuencias no identificadas en la muestra P1. En azul las secuencias identificadas 
como Actinobacteria forman un único clado. UnkOTU39 fue identificado como un 
Firmicutes (Thermodesulfobacteria) con una abundancia total relativa del 0,33 % en 
P1. Modelo de sustitución nucleotídica utilizado GTR+λ (λ =0,5250; I=0,3460); Log-
likelihood= -2148,8046; f(A)= 0,2708; f(T)= 0,2304; f(C)=0,1378; f(G)= 0,3609. El 
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outgroup es una secuencia 16S de Escherichia coli (procedente de Van de Peer et al., 
1996). 
 
5.6.1.3 Cultivos de enriquecimiento 
 
Los resultados de secuenciación por Illumina Mi-Seq obtenidos a partir de 
tres cultivos anaerobios: muestra Berr, utilizando el medio Fe+2 + NH4NO3 y 
muestras Hem y Mag utilizando el medio DG + S0, y que han superado los 
requisitos de la amplificación en la qPCR y comparación con el control negativo 
confirmaron la presencia de algunos de los microorganismos encontrados en 
las muestras ambientales.  
Para mayor detalle de los datos de secuenciación de los cultivos de 
enriquecimiento, consultar la tabla 25, apéndice G. 
Los índices de diversidad de Shannon de los cultivos anaerobios mostraron 
valores entre 2 y 3, mientras que las muestras ambientales fueron mayores 
(cercanos a 4 o superiores), algo lógico dado que la diversidad que se puede 
observar es menor en una cultivo de enriquecimiento ya que se favorece por la 
composición del medio el desarrollo selectivo de algunos tipos de 
microorganismos. En el caso del cultivo aerobio DG de P1 no es posible 
comparar de manera fiable la diversidad al haberse realizado con una técnica 
de secuenciación diferente a los tres cultivos anaerobios mencionados. 
En términos generales los resultados de la secuenciación de los cultivos de 
enriquecimiento apoyan los resultados obtenidos mediante la secuenciación de 
las muestras ambientales, y como veremos más adelante en el apartado 5.6.4, 
apoyan los resultados mediante la utilización de técnicas de hibridación sobre 
las muestras ambientales. 
 
5.6.1.3.1 Cultivo Fe+2 + NH4NO3 (Berr) 
 
De los tres cultivos anaerobios analizados por secuenciación masiva este 
cultivo tiene la riqueza (S=27), diversidad (H’=2,24) e índice de Pielou 
(J’=0,679) más bajas (figura 43). Las secuencias de γ-Proteobacteria [80,30%] 
identificadas corresponden al género Acinetobacter (orden Pseudomonadales) 
que se encuentra con mayor o menor frecuencia en las diferentes muestras 
estudiadas. Las secuencias que fueron identificadas como β-Proteobacterias 
[13,07%] correspondieron al orden de las Burkholderiales, relacionadas con los 
géneros Ralstonia [1,49%], Undibacterium  [0,75%] (identificadas en otras 
muestras), y con Paucibacter [1,12%], no identificada en las muestras 
ambientales. 
Con respecto a las α-Proteobacterias [3,83%] y Firmicutes [2,80%], 
destacaron las secuencias identificadas dentro del orden de las 
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Sphingomonadales [3,36%] y Rhodospirillales (género Roseomonas [0,47%]) 
por un lado y secuencias del orden Clostridiales [2,24%] (Clostridium [1,59%], 
Anaerococcus [0,65%]) por el otro lado, siendo todas ellas secuencias 
identificadas en las muestras ambientales del área de Berrocal (Berr y P1). 
 
,
 
Figura 43: Abundancia relativa de grupos microbianos en el cultivo de 
enriquecimiento de la muestra Berr en el medio Fe+NH4NO3 mediante 
secuenciación Illumina. 
 
5.6.1.3.2 Cultivo DG+S0 (Hem y Mag) 
 
El mayor número de OTU de las tres secuencias (S=83) se obtuvo en la 
muestra Hem con un J’=0,697, aunque con una diversidad inferior a la del 
cultivo Mag (H’=3,08; figuras 44 y 45). 
De los principales taxones identificados en el cultivo Hem (figura 44), 
destacan los Firmicutes [53,13%], con secuencias del orden Clostridiales 
[45,13%] de los géneros Fonticella [29,75%], Clostridium [5,81%], 
Paraclostridium [3,92%], Peptoniphilus [1,96%], Sporotomaculum [1,36%], 
Desulfotomaculum [1,28%] y Sedimentibacter [0,98%], correspondiendo 
algunos a miembros de las familias Pepto(strepto)cocacceae; en el phylum de 
las α-Proteobacterias [18,79%] se detectaron secuencias del orden Rhizobiales 
[6,11%], del género Methylobacterium [6,11%] (detectados en las muestras 
ambientales de Mag y P1 pero no en Hem); del orden Rhodospirillales 
[10,55%] el género Roseomonas [9,13%] y Acidiphillium [1,36%]; del orden 
Sphingomonadales [1,35%] se identificó el género Sphingobium [0,90%] y del 
orden Caulobacteriales, el género Caulobacter [0,68%]; en las γ-Proteobacteria 
[10,33%], todas del orden Pseudomonadales con secuencias de Acinetobacter 
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[9,58%] y algunas secuencias de Pseudomonas [0,75%], relacionadas con 
ambientes extremos; en β-Proteobacteria [1,74%], todas las secuencias 
identificadas son del orden Burkholderiales, con los géneros Ralstonia [0,38%], 
Ccomamonas [0,38%] y Delftia [0,23%]. También se observaron secuencias de 
δ-Proteobacteria [4,30%]. 
En el dominio Archaea [7,62%] aparte de las secuencias de Ferroplasma 
[5,88%] y Thermoplasma [1,21%] el cual se identificó también en la muestra 
ambiental Mag, también se identificó una secuencia como Woesearchaeota 
[0,53%], no identificada en ninguna de las muestras ambientales ni observada 
en otros cultivos secuenciados. También se identificaron algunas secuencias 
de Chloroflexi [1,96%] que coinciden con las obtenidas en las muestras 
ambientales Hem y Mag, revelando la presencia ubicua en el sistema de 
estudio de este phylum aunque en porcentajes que no les confiere ser 
miembros principales de los ecosistemas analizados pero que pueden indicar 
un papel importante en el mantenimiento de las diferentes comunidades 
microbianas estudiadas. También se encontraron secuencias pertenecientes al 
phylum Actinobacteria [1,22%] del orden Acidimicrobiales [0,30%], 
identificándose al género Ferrithrix [0,15%] y secuencias del phylum 
Acidobacteria [0,91%]. 
 
 
Figura 44: Abundancias relativas de diferentes grupos microbianos del cultivo 
de enriquecimiento de la muestra Hem en el medio  DG + S0. 
 
En el caso de Mag se obtuvo una S=77, pero con la mayor diversidad 
observada de las tres muestras secuenciadas (H'=3,20), con un J’=0,737. La 
mayoría de las secuencias obtenidas, casi un 50%, correspondieron a los 
géneros Thermoplasma [29,65%] y Ferroplasma [11,50%] del dominio Archaea 
(figura 45), también identificadas en el cultivo de la muestra de Hem.  
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 En los Firmicutes [29,76%] se detectaron secuencias de Clostridiales 
[29,15%], del género Clostridium [14,20%] y secuencias de Fonticella [8,35%], 
Sporotomaculum [1,51%] Paraclostridium [1,41%], Sulfobacillus [0,21%] y 
Peptoclostridium [3,24%], un miembro de la familia Pepto(strepto)cocacceae. 
En el orden Bacillales [0,63%] se identificaron los géneros Macrococcus 
[0,42%] y Staphylococcus [0,16%] 
También fueron detectadas lecturas de α-Proteobacterias [18,75%] 
identificadas también en el cultivo de enriquecimiento de la muestra Hem 
(Methylobacterium [4,80%], orden Rhizobiales [5,80%]; Roseomonas [12,32%] 
y Acidiphillium [0,63%] y observadas tanto en las muestras ambientales por 
secuenciación  como por señal de hibridación. También se detectaron β-
Proteobacterias, todas del orden Burkholderiales [1,57%] con los géneros 
Ralstonia 0,47% y Deftia 0,16% presentes. 
Se debe resaltar nuevamente la presencia de miembros del orden 
Pseudomonadales [4,17%] con secuencias del género Pseudomonas [0,41%] y 
sobretodo del género Acinetobacter [3,77%], presente en todas las muestras 
ambientales secuenciadas por Illumina y habiendo sido descrito como un 
microorganismo muy versátil metabólicamente (Berardinis et al., 2009), 
presente de manera habitual en ambientes extremos como el desierto (Azúa-
Bustos et al., 2018) y en las superficies de barnices de roca (Kuhlman et al., 
2008) en Atacama o en drenaje ácido de minas donde se han sido aislado 
(Ghosh and Das, 2017). De hecho, todas las lecturas identificadas como 
Acinetobacter resultaron ser muy similares a las secuencias de estos 
ambientes. 
También se observaron lecturas identificadas con el género Acidibacter 
[0,26%], un miembro del orden Xantomonadales; es un acidófilo mesofílico 
capaz de catalizar la reducción de minerales con ión férrico en condiciones 
microaerobias y anaerobias, lo que está en consonancia con las propiedades 
de la muestra Mag, más reductora que Hem. 
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Figura 45: Abundancias relativas de diferentes grupos microbianos del cultivo 
de enriquecimiento de la muestra Mag en el medio  DG + S0. 
 
Miembros del género Tolumonas [0,26%] no identificado anteriormente en 
ninguna secuenciación realizada en este trabajo, ha sido descrito como un 
microorganismos facultativo, capaz de crecer tanto en condiciones aerobias 
como anaerobias, así como productor de tolueno a partir de precursores como 
la fenilalanina, y cuya identificación en Mag refuerza la importancia de la 
degradación de los compuestos orgánicos en las comunidades microbianas 
estudiadas, tal y como se puede observar mediante el análisis del metabolismo 
de la comunidad microbiana de la muestra Mag con el programa Piphillin 
(apartado 5.6.5). 
También se han detectado secuencias correspondientes al phylum 
Bacteroidetes [2,25%] (no identificadas en el cultivo de Hem denominada 
vadinBC27 wastewater-sludge group [1,41%] y secuencias del género 
Capnocythophaga [0,84%]) y algunas secuencias de Nitrospira 
(correspondiente al género Leptospirillum [1,25%]) y del phylum Chloroflexi 
[0,10%], la misma secuencia identificada en el cultivo de Hem y en la muestra 
ambiental. Por último, cabría resaltar la presencia de algunas lecturas de la 
CPR pertenecientes a las Parcubacteria e identificada como Wolfebacteria 
[0,47%]. 
 
5.6.1.3.3 Cultivo DG (P1) 
 
Con una S= 5, una H’= 1,30 y un J’= 0,81, la secuenciación por Sanger 
(figura 46) reveló una diversidad en la que casi la mitad de las secuencias del 
cultivo de enriquecimiento aerobio DG (sin S0) se identificaron dentro del 
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género Sphingomonas [55,55] una α-Proteobacteria [en total: 77,77%] (97-99% 
de identidad). También se identificaron secuencias del género Caulobacter 
[11,11%] (con un 95-99% de identidad), también identificada en las muestras 
ambientales P1 y Hem, con capacidad de oxidar el manganeso (Francis et al., 
2001); Methylobacterium sp. ([11,11%], con un 96-99% de identidad), 
identificada en el cultivo DG + S0 de Hem y en las muestras ambientales P1 y 
Hem secuenciadas por Illumina; del phylum Acidobacteria [11,11%] 
(identificada en la muestra ambeintal Hem) y Bacillus sp. / Quasibacillus 
thermotolerans, con un 99% de identidad [11,11%], microorganismos 
ampliamente distribuidos en diferentes muestras estudiadas (apartados 
5.6.1.1.2, 5.6.1.1.3, 5.6.1.2.2) y en los otros cultivos de enriquecimiento 
(apartados 5.6.1.3.1 y 5.6.1.3.2). En todos los casos las secuencias 
identificadas hacen referencia de manera próxima a microorganismos 
identificados previamente en suelos. 
 
 
Figura 46: Abundancias relativas de diferentes grupos microbianos del cultivo 
de enriquecimiento P1 en el medio  DG. 
 
5.6.2 Parámetros ecológicos microbianos. Comparación de las comunidades 
en las muestras ambientales   
 
Con el fin de comparar la diversidad obtenida se calcularon en las distintas 
muestras ambientales la riqueza de especies, el índice de diversidad de 
Shannon para comparar la diversidad presente y el índice de Pielou para medir 
la uniformidad de las poblaciones microbianas. 
Los resultados de los cálculos de los parámetros ecológicos que se 
muestran en la tabla 18 indican que, tanto por Sanger como por Illumina en la 
unidad litoestratigráfica del Origen la riqueza de OTUs y la diversidad 
encontrada en la muestra Hem es mayor que la observada en las muestras 
Mag y P1, algo que también se observa en la muestra Hem cuando se 
compara con el resto de muestras secuenciadas solo por Sanger (Berr y Ror).  
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El índice de Pielou muestra un mayor valor para la muestra Hem con 
respecto a la muestra Mag, indicando la existencia en Hem de una comunidad 
microbiana más estable y madura que en Mag, aunque este valor es menor 
que el valor obtenido para la muestra P1, lo que en este caso indicaría que la 
comunidad del recubrimiento en esta muestra es más estable que las de la 
unidad litoestratigráfica del Origen, lo que podría deberse a que conforme 
acontece la deposición mineral y su asentamiento sobre la roca, aunque haya 
aporte y lavado de diferentes tipos de microorganismos como consecuencia de 
la crecida del cauce del río, los principales microorganismos del ecosistema 
permanecen, lo que sería compatible con el hecho de que P1 tenga una 
diversidad intermedia a las muestras del Origen a pesar de tener una menor 
riqueza de OTUs que la muestra Mag.  
 
Tabla 18: Cálculo de parámetros ecológicos de interés en ecología microbiana 
de las muestras ambientales estudiadas. 
Muestra 
[Ubicación] 
S H’ S H’ Índice de Pielou 
(equitatividad)  
J’= H’/ ln(S) 
Bray-Curtis (BCij) 
SG ILU P1 Hem Mag 
Berr [Berrocal] 6 1,31   0,73    
P1 [Berrocal]   387 4,20 0,71  0,995 0,920 
Hem [Origen] 10 1,80 658 4,31 0,78 [SG] 0,67 [ILLU] 0,995  0,990 
Mag [Origen] 9 1,45 422 3,83 0,66 [SG] 0,63 [ILLU] 0,920 0,990  
Ror [Origen] 8 1,37   0,66    
S: Riqueza de OTUs; H’: índice de Shannon; J’: Índice de Pielou; BCij: Bray-Curtis (sólo 
con los datos de secuenciación Illumina); SG: Muestras secuenciadas por Sanger; ILU: 
Muestras secuenciadas por Illumina Mi-Seq. En gris, sin datos. 
 
También se calculó el valor de disimilaridad Bray-Curtis con el fin de evaluar 
el cambio en la composición de la comunidad microbiana entre las diferentes 
muestras. Estos valores indican una composición microbiana de P1 más similar 
a Mag. En base al valor de Bray-Curtis se calculó un cociente utilizando la 
diferencia de la abundancia de elementos entre las diferentes muestras a 
comparar y que, multiplicado por 100, muestra la tasa de remplazo en las 
comunidades microbianas comparadas en función de los cambios observados 
en la cantidad de un elemento medido por ICP-MS (tabla 19). 
Los valores de Bray-Curtis reflejan lo mismo que se observa con el índice de 
Shannon (tabla 18) y realizando la representación de las relaciones de las 
comunidades microbianas de las diferentes muestras secuenciadas por 
Illumina mediante el programa Calypso (figura 47) se evidencia que la muestra 
P1 posee una diversidad intermedia entre Hem y Mag, lo que podría deberse a 
la ubicación de la muestra P1 en relación con las muestras del Origen.  Las 
crecidas estacionales del río que periódicamente inunda el lecho de los cantos 
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redondeados del cauce en Berrocal aporta tanto material como microrganismos 
y detritos, provocando una mayor tasa de reemplazo de OTUs en P1 con 
respecto a Mag, resultando en un reseteo parcial de la comunidad microbiana 
que impide que aumente su complejidad y que como resultado muestra 
características microbiológicas intermedias entre Hem y Mag (figura 47). 
 
 
Figura 47: Relaciones de los diferentes taxones microbianos identificados en las 
muestras secuenciadas por Illumina (Hem, Mag y P1) realizado por el programa 
bioinformático Calypso a nivel de phylum y que refleja que la comunidad microbiana 
P1 es más próxima a la muestra Mag. Los códigos de colores muestran la abundancia 
relativa de cada grupo microbiano en función del conjunto de las muestras (parte 
superior izquierda de la imagen). 
 
Tabla 19: Tasa de reemplazo utilizando los valores Bray-Curtis en función de la 
abundancia de elementos químicos en las muestras P1, Hem y Mag. 
 
Ba Mn Pb As Ca Li 
Hem-Mag +2,41 % +4,95 % +4,95 % -0,99 % -3,96 % -2,48 % 
P1-Hem -0,52 % +0,52 % +0,62 % +0,72 % +1,61 % +19,90 % 
P1-Mag -0,61 % +0,43 % +0,51 % +2,49 % +2,49 % -2,63 % 
Este valor no se ha calculado para los principales elementos, ya que el sesgo que pueda tener 
la medición porl ICP-MS de los elementos con elevadas concentraciones de Fe y Ti puede ser 
importante y no significativo. De todas maneras la PCA de la figura 25 (apartado 5.3) permite 
observar la mayor importancia a nivel químico del Fe en las muestras del Origen con respecto 
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a la muestra P1 de Berrocal, lo cual es compatible con las características de los sistemas 
donde se localizan las muestras. 
 
En base a los valores de Bray-Curtis, la tasa de reemplazo de los OTUs en 
las diferentes muestras en función de la cantidad de elementos presentes 
calculado previamente (véase apartado 5.1) refleja que el manganeso, plomo y 
calcio son los elementos que más influyen en el cambio observado entre Hem y 
Mag. En los cambios observados entre las comunidades de la roca de Berrocal 
y las del Origen destaca la influencia del litio, el calcio y el arsénico (tabla 19). 
 
5.6.3 Inferencia metagenómica de metabolismos en las muestras ambientales 
secuenciadas por Illumina 
 
Se probaron diferentes porcentajes de umbral de identidad con el programa 
bioinformático Piphillin, desde el 80% (el mínimo disponible) pasando por el 
85%, 90%, 95% y 99% (el más alto disponible), con el fin de identificar el 
porcentaje de umbral de identidad que englobe en el análisis el mayor número 
de secuencias posible y que al mismo tiempo evite introducir un excesivo ruido 
de fondo en los cálculos de los valores de abundancia de las enzimas y rutas 
metabólicas.  
Los resultados de este pre-análisis mostraron que el 85% era el valor umbral 
más adecuado para proceder con el análisis de inferencia, en el que al menos 
el 93% de las secuencias introducidas pudieron ser utilizadas en el análisis por 
Piphillin (tabla 26 y figura 78, apéndice I). 
La información de la secuenciación Illumina de las muestras ambientales 
refleja importantes diferencias entre Hem y Mag (figura 48) en las rutas de la 
fotosíntesis (ko00195), los ribosomas (ko03010), la biosíntesis de 
lipopolisacáridos (ko00540), la biosíntesis de peptidoglicanos (ko00550), el 
metabolismo del azufre y el nitrógeno (ko00910 y ko00920; para más detalles 
ver las figuras 49 y 52), resistencia a β-Lactámicos (ko01501), resistencia a 
Vancomicina (ko01502, formación de biopelículas (ko02026 y ko05111) y 
sistema de secreción bacteriana (ko03070. Siendo en general los valores para 
la muestra Hem los más altos, excepto en el caso de los ribosomas (ko03010). 
En el caso de la ruta de la fotosíntesis (ko00195), la discrepancia de valores 
entre las rutas se debió a elementos particulares de la cadena de transporte de 
electrones y enzimas implicas en la respiración celular, pero no a componentes 
propios de la cadena de electrones fotosintética. 
En términos generales, la muestra P1 y la muestra Hem mostraron valores 
similares (figura 48-B), difiriendo en la biosíntesis de lipopolisacáridos (mayor 
en Hem y similares en Mag y P1, ko00540), en degradación de compuestos 
aromáticos (mayor en P1 pero similar el valor obtenido en Mag, ko01220) y en 
el sistema fosfotransferasa (en este caso mayor en P1 que en las muestras 
Hem y Mag, ko02060). 
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Por otro lado en Mag, los transportadores ABC (ko02010), aunque inferiores 
al valor en Hem, no difirieron de manera significativa en más de un 10%, a 
diferencia de P1 que mostró diferencias significativas comparando con Mag 
(figura 48-A). 
 
 
Figura 48: Abundancia relativa de cada ruta metabólica en las muestras 
ambientales (en  A con un porcentaje de abundancia superior al 0,8% y en B inferior 
al 0,8%). Los porcentajes obtenidos se muestran con una barra de error del 10% 
asignado a cada valor obtenido. Para saber a qué ruta metabólica corresponde cada 
acrónimo consultar la  tabla 29, apéndice K. 
 
5.6.3.1 Metabolismo del azufre 
 
Analizando en detalle las enzimas involucradas en el metabolismo del azufre 
(figura 49), se observa que Hem difiere notablemente con P1 y Mag (figura 50); 
que Mag y P1 no destacan de manera particular en ninguna ruta involucrada en 
el metabolismo del azufre y que, de hecho, en algunas enzimas como K00381 
o K00390 Mag es significativamente inferior tanto a Hem como a P1 (figura 49); 
P1 destaca en la conversión de tiosulfato en tetrationato (figura 50); sin 
embargo la muestra Hem destaca en la reducción asimilativa de sulfato a 
sulfuro y en el sistema SOX que convierte el tiosulfato y el tetrationato en 
sulfato (figura 51).  
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Figura 49: Abundancia relativa del metabolismo del azufre en las muestras 
ambientales. Los porcentajes obtenidos se muestran con una barra de error del 10% 
asignado a cada valor obtenido. Para saber a que enzima corresponde cada acrónimo 
consultar la tabla 30, apéndice K. 
 
Figura 50: Diferencias significativas en el metabolismo del azufre entre la 
muestra P1 (Berrocal) con respecto a las muestras Hem y Mag (Origen), mostradas 
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en los recuadros rojos. En la imagen destaca la primera parte de la reducción 
asimilativa y desasimilativa del azufre, oxidación y conversión de tiosulfato a 
tetrationato. 
 
 
Figura 51: Diferencias significativas en el metabolismo del azufre de la muestra 
Hem respecto Mag y P1, mostradas en los recuadros rojos. Destacar en la imagen la 
reducción asimilativa del azufre y la ruta del sistema SOX. 
 
La ruta SOX, utilizada por numerosas bacterias oxidadoras de azufre para 
convertir el tetrationato a sulfato (Friedrich et al., 2005), está ampliamente 
extendido en muchos grupos microbianos, entre los que destacan las α, β 
Proteobacterias, algunas λ-Proteobacteria quimiolitotrofas facultativas y los 
Bacteroidetes (Ghosh et al., 2009), lo que es compatible con la gran 
abundancia relativa de Proteobacteria encontrada en todas las muestras. 
A partir de estos resultados se puede concluir que en la comunidad 
microbiana de la muestra P1 destaca la conversión de tetrationato a tiosulfato, 
113 
 
lo que podría indicar que hay una disolución y precipitación de sulfuros y 
sulfatos. En otras palabras, esta observación puede indicar una 
biomineralización, ya que podría favorecer cambios en la estructura cristalina 
del revestimiento cuando se produce la precipitación de minerales de hierro 
favoreciendo una transición mineralógica como la observada en la unidad 
litoestratigráfica del Origen (apartado 5.1.1). 
 
5.6.3.2 Metabolismo del nitrógeno 
 
Se han observado grandes diferencias en el metabolismo del nitrógeno entre 
las muestras Hem y Mag. En las figuras 52 y 53 se puede ver que en Hem 
destaca la ruta de la desnitrificación, lo que conlleva a una pérdida de nitrógeno 
en la comunidad, lo que podría explicar el cociente elevado de C / N 
encontrado en el análisis geoquímico en esta muestra (figura 30 y tabla 23, 
apéndice C). También se puede observar la importancia del catabolismo de 
aminoácidos en la comunidad microbiana de Hem (figura 53). Por otro lado, en 
Mag cabría destacar el valor elevado de la fijación de nitrógeno y en la 
reducción del nitrito a amonio) lo que sugiere una mayor implicación en el 
reciclaje del nitrógeno en esta comunidad microbiana (figura 54). 
La muestra de Berrocal, P1, no destaca particularmente con respecto de las 
muestras del Origen, salvo en K00368 y K00374 que corresponden a la 
desnitrificación y la reducción desasimilatoria del nitrato (figura 54), algo que lo 
posiciona claramente de manera intermedia al comparar el metabolismo del 
nitrógeno en estas tres muestras (figura 52-54), lo cual es compatible con el 
hecho de ser una comunidad microbiana con características intermedias entre 
las muestras Hem y Mag. 
 
Figura 52: Abundancia relativa de las enzimas implicadas en el metabolismo del 
nitrógeno. Los porcentajes obtenidos se muestran con una barra deerror del 10% 
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asignado a cada valor obtenido. Para saber a que encima corresponde cada acrónimo 
consultar la tabla 31, apéndice K. 
 
A la vista de estos resultados lo más parsimonioso es pensar que se da una 
acumulación progresiva de nitrógeno en el sistema, por un lado la fijación de 
nitrógeno en las comunidades microbianas, impulsado por el crecimiento de 
microorganismos autótrofos fijadores de nitrógeno, como Leptospirillum y 
Acidithiobacillus ferrooxidans, y por otro lado una fuente de nitrógeno 
dependiente de la acumulación de microorganismos procedente de manera 
externa a las comunidades, lo que favorecería el desarrollo de 
microorganismos más oportunistas en el ambiente. En el caso de que el 
nitrógeno sea un factor limitante, la comunidad puede disponer de una biomasa 
suficiente lo que la hace menos dependiente de la limitación de nitrógeno en el 
sistema, favoreciéndose en este caso procesos que limitan el reciclaje de este 
importante elemento como la desnitrificación. 
Los microorganismos heterótrofos obtienen, gracias a la liberación al medio 
de exopeptidasas, su fuente su carbono y nitrógeno necesario para su 
metabolismo energético y procesos vitales, que en el caso de los sedimentos 
de Berrocal pueden ser las algas y quimiolitotrofos abundantes en el río que se 
acumulen en el margen. Sin embargo, la mayor necesidad de una fuente de 
carbono para sus procesos energéticos excede a la necesidad de nitrógeno 
que gracias a la desaminación tienen disponible, lo que permite que el 
excedente de amonio sea aprovechado por otros microorganismos como fuente 
de nitrógeno. 
Un ambiente extremo oligotrófico con relativamente poca energía debe estar 
sometido a una fuerte presión selectiva con el fin de mantener el nitrógeno, un 
factor limitante para el desarrollo del ecosistema, favoreciéndose el reciclaje de 
este elemento, ya que la fijación del nitrógeno atmosférico es un proceso muy 
costoso energéticamente (Vitousek et al., 2002). Este concepto sería 
compatible con los bajos valores de la ruta de nitrificación encontrados en las 
muestras Mag y P1, lo que podría explicarse por el hecho de que los 
microorganismos de las comunidades microbianas tienen un aporte adecuado 
de grupos amonio para la síntesis de aminoácidos. Así mismo la observación 
de una menor cantidad de materia orgánica en Mag apoyaría esta idea. 
El amonio de la materia orgánica termina oxidado, convertido en nitrato o 
nitrito los cuales pueden ser rápidamente metabolizados lo que evita que el 
nitrógeno disponible se pierda por desnitrificación, siendo reincorporado a la 
materia orgánica. En cambio, como se aprecia en la muestra Hem, mucho más 
madura ecológicamente, los valores de desnitrificación son mucho más 
elevados, lo que se podría explicar por el hecho de que en dicha comunidad 
microbiana se dispone de una cantidad de nitrógeno suficiente y al disminuir la 
presión selectiva, una parte de los nitratos y nitritos puede ser destinada a la 
ruta de la desnitrificación con el fin de obtener más energía (Zehn et al., 2003), 
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lo que es compatible con la observación de que la fijación de nitrógeno es más 
importante en Mag que en Hem. 
Los grupos amonio liberados al sistema debido a la desaminación de los 
aminoácidos aumentaría localmente el pH, algo que ya ha sido demostrado en 
cultivos de enriquecimiento y que se considera una estrategia de supervivencia 
en ambientes ácidos extremos (Ziegler et al., 2013). Este hecho podría crear 
micronichos aptos para que otros microorganismos que no toleren condiciones 
ácidas puedan estar desarrollándose en el sistema como oportunistas. Esto 
explicaría además porqué entre Hem y Mag se observan grandes diferencias 
en el cociente C / N, consecuencia de que el nitrógeno es más limitado en una 
comunidad microbiana más inmadura. Pero con el tiempo, la comunidad al 
poder garantizar el suminstro suficiente de nitrógeno opta por utilizar la 
desnitrificación como sistema de obtención de energía, lo cual es una opción 
ecológica viable al no haber una limitación sobre la disponibilidad de nitrógeno, 
favoreciendo el establecimiento de una mayor diversidad,  tal y como se 
observa en Hem respecto de Mag.  
 
 
Figura 53: Diferencias en el metabolismo del nitrógeno en Hem con respecto a 
Mag y P1 remarcados en los cuadrados rojos. Resalta en la imagen la primera parte 
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de la reducción asimilativa de nitrato y desnitrificación. Además, la ruta del 
metabolismo de los cianoaminoácidos revela la importancia de la degradación de los 
aminoácidos en la comunidad microbiana. 
 
 
Figura 54: Diferencias significativas encontradas en el metabolismo del 
nitrógeno en la muestra Mag con respecto a Hem y P1, remarcadas en los 
recuadros rojos. Se resalta en la imagen la segunda parte de la reducción de nitrato 
por asimilación y la fijación de nitrógeno. 
 
También la limitación del nitrógeno puede generar una fuerte presión 
selectiva que conlleve a que se favorezcan estrategias metabólicas entre 
microorganismos con tal de maximizar la energía obtenida con la menor 
cantidad de nitrógeno, lo que explicaría que en Hem encontremos 
microorganismos que potencialmente han sido descritos como simbiontes en 
ambientes naturales con capacidad de realizar desnitrificación heterótrofa 
(Gtari et al., 2012; Castelle et al., 2018). 
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La presencia de amonio y el aumento del pH favorecerían la oxidación del 
hierro, provocando que el sistema sea más oxidante con el paso del tiempo, lo 
que es compatible con la mineralogía observada en Hem respecto de Mag. 
Este cambio de potencial redox también afectaría a la composición de la 
comunidad microbiana a lo largo del tiempo, por lo que es razonable postular 
que las comunidades microbianas pueden estar provocando alteraciones 
químicas que llevan a cambios observables en la mineralogía de las muestras. 
Sin embargo no se han encontrado evidencias directas inequívocas de que la 
presencia de los microrganismos detectados sean precursores directos de los 
cambios mineralógicos y de composición elemental observados (apartado 5.1) 
por lo que sería conveniente en un futuro contrastar esta hipótesis y confirmar 
si los microorganismos están implicados activamente en el proceso, puesto que 
la mera presencia de microrganismos en un sistema no permite concluir que 
estén implicados directamente en los procesos. 
 
5.6.3.3 Transportadores de membrana y enzimas de interés 
 
Dadas las diferencias químicas detectadas en las muestras cuya diversidad 
se ha analizado por secuenciación, la exploración de los diferentes 
transportadores de membrana en las comunidades microbianas puede darnos 
una idea sobre la influencia del ambiente en el que viven. Aunque los 
transportadores ABC no mostraron diferencias significativas entre Hem y Mag 
en términos generales (ko02010, figura 48-A), sí se observaron diferencias a 
nivel de transportadores específicos (figura 55), destacando en la muestra Hem 
la presencia de transportadores de fosfato, sulfato, Mn/Fe y osmoprotección. 
En Mag, cabría destacar la presencia de determinados transportadores de 
oligopéptidos (K101823 y K15583), aunque otros transportadores de 
oligopéptidos fueron más abundantes en la muestra Hem (K15581 y K15582), 
por lo que no se pueden considerar diferencias significativas a este respecto. 
En el caso de P1, los valores fueron similares a la muestra de Hem, aunque en 
la muestra P1 habría que destacar al comparar con las muestras del Origen la 
presencia de un transportador de hierro (K02012) y de valores elevados en 
transportadores de oligopéptidos (figura 55). 
En cuanto a otros tipos de transportadores, tanto en las comunidades 
microbianas P1 como Hem, los transportadores de aminoácidos fueron más 
abundantes (K03293, K03294, K03305) y en Hem, los transportadores más 
abundantes fueron para Mn (K03322), As (K03325) y especialmente para Mg y 
SO4 (K03284, K03321; figura 56). Finalmente, como enzimas de interés 
biológico, habría que destacar el valor ligeramente mayor en Hem de la enzima 
manganeso oxidasa (cotA, K06324) que ha sido descrita en las endosporas de 
los Firmicutes (Sathiyanarayanan et al., 2016). 
Cabría destacar en términos generales una gran actividad catalasa en la 
muestra Hem (K03781, aunque en P1 con la enzima K03781 se destaca 
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ligeramente con respecto a Hem y Mag), así como la citocromo c peroxidasa 
en Hem (K00428, figura 57) que cataliza la conversión del peróxido de 
hidrógeno en agua. Esto puede deberse a dos factores: por un lado, la 
presencia de sulfuros metálicos como la pirita que pueden catalizar la 
producción de peróxido de hidrógeno (Borda et al., 2001) altamente reactivo y 
con capacidad de dañar las estructuras celulares; por otro lado la gran cantidad 
de citocromo c peroxidasa observada puede ser el producto de actividad 
fotoprotectiva como consecuencia de la formación de peróxido de hidrógeno 
por la incidencia de la luz sobre moléculas de agua (Kim et al., 2014). En 
cualquier caso, este peróxido de hidrógeno mediante la citocromo c peroxidasa, 
puede ser utilizado por los microorganismos como un excelente agente 
oxidante y así estimular la utilización de fuentes de carbono alternativas (Kaya 
et al., 2017). Aunque hasta la fecha sólo se ha demostrado el uso del H2O2 
para este fin en Escherichia coli (Khademian and Imlay, 2017) y en la bacteria 
anaerobia Bacteroides thetaiotaomicron (Mishra and Imlay, 2013), es razonable 
pensar que pudiera ser una estrategia muy útil a nivel ambiental, pudiendo 
actuar tanto como agente oxidante (ecuación 8) como agente reductor 
(ecuación 9), pero serán necesarias futuras investigaciones para poder 
demostrar esta habilidad de los microorganismos y si tiene un papel relevante 
en muestras como las nuestras. 
 
2 H+ + 2 H2O2 + 2 e- → 2 H2O  [8] 
 
O2 + 2 H+ + 2 e- → H2O2  [9] 
 
Lo que sí refleja claramente la citocromo c oxidasa en Hem es un mayor 
estado de oxidación, lo que estaría de acuerdo con los resultados sobre la 
mineralogía de Hem, más oxidante que Mag. 
En la muestra Mag se observó la existencia de un número elevado de 
transposones (K07481, K07483, K07491, K07493, K07496 y K07497) lo que 
podría indicar una presencia mayor de elementos genéticos móviles en esta 
muestra (figura 57), algo que sería compatible con el estrés celular, ya que en 
condiciones muy estresantes como las generadas por determinadas 
condiciones ambientales los microorganismos tienden a ser más propensos al 
intercambio de material genético o al movimiento de elementos genéticos y 
expresión diferencial de genes, lo que ha podido favorecer la adaptación y 
evolución de linajes microbianos en diferentes ambientes (Ward et al., 2018; 
Zeinert et al., 2018). También es interesante observar la presencia de 
transportadores de compuestos antimicrobianos (K03297), los cuales están  
algo más representados en las muestras Mag y P1 que en Hem. 
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Figura 55: Abundancia relativa de diferentes tipos de transportadores ABC en 
las muestras ambientales. A cada valor obtenido se le ha asignado un error del 10%. 
Para saber a que actividad corresponde cada acrónimo consultar la tabla 32, apéndice 
K. 
 
 
Figura 56: Abundancia relativa de diferentes tipos de transportadores no ABC en 
las muestras ambientales y se muestra con una barra de error del 10% asignada a 
cada valor obtenido. Para saber a que actividad corresponde cada acrónimo consultar 
la tabla 33, apéndice K. 
120 
 
 
Figura 57: Abundancia relativa de otras enzimas de interés en las muestras 
ambientales y se muestra con una barra de error del 10% asignada a cada valor 
obtenido. Para saber a que enzima corresponde cada acrónimo, consultar la tabla 34, 
apéndice K. 
 
5.6.4 Diversidad microbiana identificada por CARD-FISH 
 
Una metodología importante en los estudios de diversidad microbiana en 
sistemas sólidos como los revestimientos de roca estudiados en este trabajo es 
la utilización de la hibridación in situ con marcadores fluorescentes (CARD-
FISH). En el capítulo de Materiales y Métodos (apartado 4.5.9) se explica  el 
fundamento de esta metodología y su utilidad en muestras con minerales que 
acostumbran a ser autofluorescentes y por lo tanto interfieren con la señal de 
hibridación. En nuestro caso se han utilizado sondas con especificidades 
complementarias, desde el grupo taxonómico de dominio a género, con el fin 
de apoyar los datos de diversidad obtenidos por secuenciación.  
 Utilizando la sonda general de Bacterias (EUB338-I-II-III) se pudo detectar 
la presencia de las mismas en todas las muestras analizadas: Berr, P1, Hem y 
Mag. Las hibridaciones con esta sonda se muestran en la figura 58.   
En el caso del dominio Archaea en todas las muestras analizadas se detectó 
hibridación positiva con la sonda ARCH 915, excepto en la muestra Hem, que 
no mostró ninguna señal de hibridación (figura 59), lo que está de acuerdo con 
los datos de secuenciación obtenidos, en la que apenas se obtuvieron lecturas 
para microorganismos de este dominio (apartado 5.6.1.1.1). 
Los phyla más ampliamente distribuidos en las diferentes muestras 
hibridadas (Berr, P1, Hem y Mag) fueron Actinobacteria, Proteobacteria (clase 
α, β y γ), Chloroflexi y Firmicutes, lo que reflejan su ubicuidad en el sistema del 
Rio Tinto (Amils et al., 2014; Escudero et al., 2018), incluyendo en nuestro caso 
las muestras de revestimiento de rocas. 
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Figura 58: Hibridación positiva de Bacteria en las muestras Berr (A-B), P1 (C-D), 
Hem(E-F) y Mag (G-H) utilizando la sonda EUB338-I-II-III combinadas. En verde, la 
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señal de Syto9; en rojo, la señal de CARD-FISH; en gris, la reflexión. Las barras de 
escala son 10 μm, excepto C y D (5 μm). 
 
 
Figura 59: Señal de hibridación en las muestras Berr (A-B), P1 (C-D) y Mag 
(E-F) usando la sonda ARCH 915. En verde la señal de Syto9; en rojo, la señal de 
CARD-FISH; en gris, la reflexión. Las barras de escala son 10 μm. 
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También se han detectado miembros de las clases α, β y γ-Proteobacterias 
en todas las hibridaciones realizadas en las muestras, excepto para β-
Proteobacterias en la muestra Berr (figura 79-81, apéndice L). 
Acidiphillium sp. corresponde a una α-Proteobacteria reductora de hierro en 
condiciones anaerobias utilizando la materia orgánica como dador de 
electrones (San Martin-Uriz et al., 2011). Se encontraron señales de hibridación 
positiva utilizando una sonda específica para este género en las muestras  
Hem, P1 y Mag. Estos datos se corresponden con los datos de secuenciación 
obtenidos para Hem y P1. En el caso de Mag únicamente disponemos de 
datos de presencia de Acidiphilium por hibridación no habiéndose detectado 
secuencias de este microorganismo en esta muestra  (figura 82 A-D, apéndice 
L). Acidovorax sp., que corresponde a una β-Proteobacteria capaz de oxidar el 
hierro (II) utilizando nitrato como aceptor de electrones (Carlson et al., 2013; 
Escudero, tesis 2018) y oxidar As (Suhadolnik et al., 2017). Se encontraron 
señales de hibridación positiva en todas las muestras analizadas, lo que 
corrobora los resultados obtenidos por secuenciación (figura 82 E-H, apéndice 
L), a excepción de la muestra Mag, a pesar de que se encontraron miembros 
de este género en la secuenciación masiva de la muestra. 
Acidithiobacillus ferrooxidans, es una γ-Proteobacteria capaz de oxidar el 
hierro en condiciones aerobias o reducirlo en condiciones anaerobias utilizando 
azufre como donador de electrones (Valdés et al., 2008). Este microorganismo 
se ha detectado por hibridación y secuenciación en todas las muestras excepto 
en la muestra Mag, lo cual sugiere que el papel de este microorganismo en 
esta muestra no debe ser relevante, ya que dos técnicas complementarias 
como secuenciación e hibridación no han evidenciado su presencia (figura 83, 
apéndice L). 
La sonda específica para Actinobacterias ha permitido detectar su presencia 
en todas las muestras hibridadas (figura 84, apéndice L) lo que junto a los 
datos de secuenciación subraya que se trata de un phylum abundantemente 
distribuido en el ecosistema sujeto de estudio, lo que cabría esperar de un 
grupo de microorganismos ampliamente distribuidos en suelos y rocas jugando 
un importante papel en la degradación de la materia orgánica, en la simbiosis 
entre microorganismos y en algunos géneros en la fijación de nitrógeno, como 
por ejemplo Frankia (Battistuzzi and Hedges, 2008; Gtari et al., 2012; Lewin et 
al., 2016). 
Los microrganismos de los phyla Bacteroidetes y Firmicutes fueron 
ampliamente detectados tal y como hemos visto mediante secuenciación, y 
junto con otros microorganismos pueden estar implicados en la degradación de 
la materia orgánica y en la oxidación / reducción de hierro y manganeso 
(Nealson et al., 1991; Battistuzzi and Hedges, 2008; Bohu et al., 2016). Sin 
embargo, las hibridaciones utilizando una sonda específica para Bacteroidetes 
sólo mostró señal positiva de hibridación en la muestra Mag (figura 85 A-B) y 
en el caso de Firmicutes se encontró señal positiva de hibridación en todas las 
muestras excepto en la muestra P1 (figura 85 C-H), tal vez debido a problemas 
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en la permeabilización ya que sí se encontró señal positiva de hibridación en 
dicha muestra utilizando una sonda específica para Sulfobacillus (figura 86, 
apéndice L), un género bacteriano incluido en el phylum Firmicutes y detectado 
también por secuenciación (apartado 5.6.1). 
De sobra es conocido la capacidad de los Firmicutes de formar endosporas 
altamente resistentes que pueden haber eludido la permeabilización a la sonda 
(Amann and Fuchs, 2008). Miembros de Sulfobacillus sp. han sido identificados 
en el subsuelo de la Faja Pirítica Ibérica mediante secuenciación, microarrays 
de oligonucleótidos, inmunochips (LD300chip) y CARD-FISH (Puente-Sánchez 
et al., 2016; Escudero, tesis 2018). Este microorganismo es capaz de oxidar el 
hierro (II) usando como aceptor de electrones el azufre elemental o bien puede 
oxidar compuestos del azufre para su metabolismo energético (Guo et al., 
2016). También puede reducir arsénico si las condiciones ambientales se lo 
permiten, probablemente como sistema de destoxificación (Zhang et al., 2017). 
Sulfobacillus puede desarrollarse en consorcios microbianos con 
microorganismos de la familia Acidimicrobiales (Actinobacteria). En nuestro 
caso hemos identificado numerosos OTUs pertenecientes a esta familia en la 
muestra Hem y con especial abundancia en la muestra Mag, lo que apoya la 
posibilidad de que el desarrollo de ambos tipos de microorganismos en cultivos 
mixtos sean capaces de oxidar el hierro (II), tal y como se ha podido demostrar 
en cultivos de laboratorio (Watling et al. 2008), o de que miembros del género 
Sulfobacillus puedan crecer mixotróficamente utilizando compuestos 
producidos por Acidithiobacillus ferrooxidans (Clark y Norris, 1996) o 
Acidovorax, encontrado íntimamente asociado con Sulfobacillus en la IPB 
formando colonias mixtas (Escudero, tesis 2018), siendo estas observaciones 
compatibles con las características de las comunidades detectadas en la 
unidad litoestratigráfica del Origen (apartados 5.6.1 y 5.6.3.1). Además, la 
ausencia de Sulfobacillus en la muestra Hem evidenciada tanto por 
secuenciación como por hibridación, así como la menor presencia de 
Acidimicrobiales en esta muestra estaría de acuerdo con la observación 
mineralógica de un estado más oxidado en Hem lo que dificultaría el desarrollo 
de Sulfobacillus pudiendo ser desplazado por otros microorganismos más 
adaptados a las condiciones oxidantes de la muestra (apartado 5.6.3.1). 
Se detectaron miembros del phylum Chloroflexi en todas las hibridaciones 
realizadas usando las sondas CFX1223 y la sonda GNSB941 en las muestras 
de la unidad litoestratigráfica del Origen lo que estaría de acuerdo con los datos 
de secuenciación, aunque no se identificarion secuencias correspondientes a 
este phylum en P1 (figura 87, apéndice L). 
Habría que indicar que los miembros del phylum Chloroflexi son 
componentes microbianos importantes en numerosos barnices de roca (ej. 
Northup et al., 2010), lo que permite concluir que pueden ser, junto con los 
quimiolitotrofos, un eslabón fundamental de la microbiología en las muestras 
rocosas. 
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También se realizaron hibridaciones con una sonda específica para la 
subdivisión III de Chloroflexi (CFX109), que incluye microorganismos 
filamentosos tales como los géneros Chloroflexus u Oscillochloris y que se 
sabe que son fotótrofos anoxigénicos (Garrity and Holt, 2001). Sin embargo, 
esta sonda tampoco reveló ninguna hibridación positiva en las muestras 
ensayadas. 
Para probar la posible presencia de Cyanobacteria en las muestras de roca 
estudiadas, se realizó una hibridación específica con la sonda CYA361. Y 
aunque se detectó señal positiva de hibridación en la muestra Hem (figura 88 
A-B, apéndice L), aunque ni la secuenciación por Illumina (cuya única 
secuencia identificó secuencias similares a Actinobacteria, apartado 5.6.1.1.1) 
ni la PCR con cebadores específicos para este grupo de microorganismos 
revelaron su presencia en Hem (figura 71 A-B). 
En el caso de las muestras Mag y P1, sí se detectaron secuencias en 
Illumina clasificadas como Cyanobacteria / Chloroplast, pero la PCR específica 
para Cyanobacteria no reveló ninguna señal positiva ni tampoco la hibridación 
con la sonda CYA 361. Dada la similitud existente entre las secuencias de 
cloroplastos de eucariotas y las de las cianobacterias (Raven and Allen, 2003), 
ha resultado imposible diferenciar si estas secuencias realmente corresponden 
a cianobacterias o corresponden a secuencias de cloroplastos. Estos 
resultados han sugerido su eliminación en la evaluación del modelo ecológico 
de las muestras estudiadas, excepto en la muestra Ror, ya que en este caso sí 
hubo amplificación con la PCR específica (apartado 5.6.1). 
En cuanto a las bacterias reductoras de sulfato (SRB), cabría resaltar su 
detección con la sonda específica en todas las muestras analizadas, excepto 
en la muestra Berr (figura 88 C-H, apéndice L). La detección de secuencias por 
Illumina en P1 y Mag de microorganismos miembros de las familias 
Peptococcaceae y Peptostreptococcaceae (Firmicutes), las cuales tienen 
miembros con capacidad reductora de sulfato desasimilativa, y en la muestra 
Hem la detección de secuencias pertenecientes a δ-Proteobacteria confirman 
que esta actividad metabólica está presente en todos los revestimientos de 
roca estudiados y que probablemente estén acopladas al ciclo de azufre así 
como a la generación de sulfuros metálicos tal y como se observa en los 
sedimentos de Río Tinto (Sanchez-Andrea et al., 2012), favoreciendo los 
cambios mineralógicos que se observan en la unidad litoestratigráfica del 
Origen asociados a su capacidad de reducir metales pesados como Cu (II), Fe 
(III), Mn (IV) o U (VI) (Lovley et al., 2004). Este hecho también podría explicar la 
presencia de numerosos metales pesados detectados por SEM-EDXM en la 
muestra de Berrocal P1 y que no se observan tan abundantemente en las 
muestras de la unidad litoestratigráfica del Origen. 
La presencia del phylum Acidobacteria detectadas por secuenciación en las 
muestras  Hem y Berr ha sido confirmada por las hibridaciones positivas 
detectadas en estas muestras (figura 90, apartado L). Sin embargo se ha 
evidenciado una hibridación positiva en la muestra Mag utilizando una sonda 
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específica para Acidobacteria, lo que no ha podido ser corroborado por los 
datos de secuenciación (figura 90 E-F, apartado L). 
Todas las lecturas identificadas en el phylum Nitrospirae corresponden a 
secuencias del género Leptospirillum sp., un microorganismo diazotrófico, 
acidófilo que oxida el hierro (II) (Fujimura et al., 2012). Se han econtrado 
señales de hibridación positiva en todas las muestras utilizando la sonda 
específica LF 655 (figura 91, apéndice L), pero la secuenciación reveló su 
presencia únicamente en las muestras de Berrocal (P1 y  Berr), un ambiente 
más susceptible a una mayor presencia de Leptospirillum sp. debido a su 
abundancia en la columna de agua del río (González-Toril et al., 2003). 
Existen varios casos en los que no coinciden los datos de secuenciación con 
los de hibridación. Cabría destacar el caso de los miembros de los phyla 
Bacteroidetes y Firmicutes. Pero como ya se ha comentado en el apartado 
5.4.6.2 la falta de señal positiva de hibridación puede ser una consecuencia de 
la permeabilización de las células, necesaria para que penetre la sonda y se 
pueda dar la hibridación. La característica de los Firmicutes como los Clostridia 
de formar endosporas puede explicar a efectos de hibridación la ausencia de 
reconocimiento al existir la posibilidad de no haberse realizado una 
permeabilización adecuada (Amann and Fuchs, 2008). 
El que se haya visto una correlación entre los datos de secuenciación y los 
de hibridación para Sulfobacillus en algunas muestras hace particularmente 
relevante el no encontrarlas en la muestra Hem, indicando la ausencia de 
miembros de este género en dicha muestra. 
También es relevante y particularmente sorprendente el hecho de no 
encontrar en la muestra Mag señal positiva de hibridación ni secuencias por 
Sanger ni por Illumina de Acidithiobacillus ferrooxidans, un miembro 
comúnmente encontrado en el ambiente de Río Tinto (Amils et al. 2014). Y más 
aún cuando la muestra Mag está cercana a la base donde fluye el río al brotar 
del subsuelo, lo que podría ser debido a su degradación rápida a causa de la 
actividad de otros microorganismos heterótrofos y cuya materia orgánica 
impulsaría la diversidad microbiana identificada en esta muestra.- 
También es oportuno remarcar la ausencia de señal de hibridación frente a 
la sonda específica para Acidovorax en Mag. En este caso el número de 
lecturas identificadas de este género en la muestra fueron muy bajas por lo que 
existe la posibilidad de que el número bajo de células haya imposibilitado su 
identificación por hibridación. Sería recomendable realizar nuevas hibridaciones 
con el fin de determinar el papel de este interesante microorganismo, capaz de 
oxidar Fe en condiciones anaerobias, en la muestra Mag. 
En cuanto al dominio Archaea, se encontraron señales positivas de 
hibridación en todas las muestras para la sonda específica de Euryarchaeota 
(EURY 806, figura 89, apéndice L), excepto en la muestra de Hem, 
confirmando los resultados de hibridación obtenidos con la sonda genérica para 
Archaea (ARCH 915, figura 59) que fueron también negativas para esta 
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muestra, a pesar de haberse encontrar una secuencia por Illumina que las 
identificaba en la muestra, lo que indica que la importancia de las Archaea en 
Hem debe ser poco significativa a diferencia de la muestra Mag donde pueden 
tener un mayor peso. Este hecho podría deberse a las diferentes condiciones 
fisicoquímicas de las muestras, ya que por ejemplo Ferroplasma es un acidófilo 
oxidador de Fe (II) que requiere la presencia de quimiolitótrofos como 
Acidithiobacillus o Leptospirillum que bajen el pH del sistema para pode 
desarrollarse (Golyshina et al., 2000) lo que debe suceder en la muestra Mag. 
Obviamente también habría que considerar la distinta mineralogía existente 
entre ambas muestras. 
El 0,5% de las lecturas que han sido identificadas como Archaea en la 
secuenciación Illumina de Mag correspondieron a miembros del género 
Methanomethylovorans, una arquea metanogénica que utiliza metanol como 
dador de electrones (Jiang et al., 2005), por lo que en dicha muestra podría 
darse actividad metanogénica, proceso metabólico que se da si las condiciones 
son lo suficientemente reductoras, algo que es más factible de que ocurra en la 
muestra Mag que en la muestra Hem, dadas las características mineralógicas 
observadas de su estado de oxidación (apartado 4.1.1). Sin embargo, la 
hibridación con una sonda específica de Methanosarcinales (MSSH 859) 
resultó negativa en todas las muestras, lo que podría deberse a su baja 
abundancia en las muestras estudiadas. Teniendo en cuenta que ya ha habido 
detección de actividad metanogénica en sedimentos anaerobios del cauce del 
Río Tinto (Sanz et al., 2011), no es descartable la presencia de actividad 
metanogénica en Mag. 
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6 DISCUSIÓN FINAL 
 
Los resultados obtenidos muestran claras diferencias en la composición 
elemental de las muestras rocosas del Origen y las de Berrocal, lo cual puede 
ser explicado por las particularidades de cada punto de muestreo (apartado 4.1 
y 5.1; Fernández-Remolar et al., 2003). 
Las muestras de la unidad litoestratigráfica del Origen no tienen una fuerte 
influencia directa del cauce del río, ya que en esta zona el flujo de agua es muy 
bajo y únicamente está en contacto con la base de la unidad (Mag) a la que 
erosiona. Conforme pasa el tiempo progresivamente se pierde la poca 
influencia del flujo y se observa una importante transición mineralógica desde 
minerales de hierro menos oxidados como la limonita, en la muestra Mag, a 
minerales más oxidados como la hematita en la muestra Hem (apartado 5.1.1). 
Estas observaciones de mineralogía, obtenidas por XRD (apartado 5.1.1), 
muestran una clara diferencia en los estados de oxidación de Hem y Mag. 
Además, los análisis bioinformáticos muestran que la comunidad microbiana en 
Hem tiene procesos metabólicos más oxidantes que en Mag (apartado 5.6.3), 
reforzando la idea de una evolución geoquímica temporal en la unidad 
litoestratigráfica del Origen que va acompañada de una evolución de la 
composición de la comunidad microbiana (figura 60). 
Se han identificado numerosos taxones microbianos en las diferentes 
muestras del Origen y de Berrocal. Las distintas técnicas aplicadas 
(secuenciación,  hibridación y cultivos de enriquecimiento) han revelado la 
presencia de microorganismos comunes que se encuentran en las diferentes 
muestras (ej. Acidiphilium, Acidovorax, Acinetobacter, Clostridium, Ralstonia) 
mientras que algunos microorganismos se han observado asociados a 
determinados estados de oxidación, como por ejemplo el género Sulfobacillus 
detectado en Mag y P1 pero no en Hem o miembros del phylum Acidobacteria, 
ampliamente detectado en Hem por diferentes técnicas a diferencia de Mag y 
P1, detectado ocasionalmente (apartado 5.6.1). 
Las tablas 20 y 21, que se encuentran al final de esta discusión, muestran un 
resumen de los resultados de diversidad obtenidos mediante las diferentes 
metodologías utilizadas en este trabajo en el que se observan las similitudes y 
diferencias de microorganismos y grupos taxonómicos presentes con sus 
abundancias relativas, con el fin de disponer de una visión global de las 
características biogeoquímicas y de biodiversidad de las diferentes muestras 
ambientales estudiadas. 
Aparte de una transición geoquímica y mineralógica, la microbiología 
estudiada en las muestras de la unidad litoestratigráfica del Origen, Mag y 
Hem, refleja una transición ecológica definida (figura 61 y 62 respectivamente), 
con una menor diversidad microbiana y metabólica asociada al estado de 
menor oxidación del sistema (Mag) y que, conforme aumenta el estado oxidado 
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del sistema (Hem) aumenta tanto la diversidad microbiana como la diversidad 
metabólica de la comunidad (figura 60; apartados 4.6.2 y 4.6.3). 
 
 
Figura 60: Hipótesis de la evolución temporal de la comunidad microbiana de la 
unidad litoestratigráfica del Origen. La materia orgánica inicialmente acumulada por 
el río es utilizada por microorganismos heterótrofos (A) generándose una primera 
comunidad microbiana sobre la roca, cuya fuente principal de C, N y energía es la 
materia orgánica acumulada (B). Conforme pasa el tiempo la comunidad depende 
menos de esa fuente de N y la actividad microbiana sobre la superficie de la roca 
provoca cambios geoquímicos (C). Finalmente, la comunidad microbiana es 
metabólicamente sostenible e independiente del aporte de materia orgánica exterior 
(D). Observar que conforme pasamos de A a D se ha producido la oxidación 
generalizada del sistema y un aumento en la diversidad de la comunidad microbiana 
(representado por distintos colores) así como la aparición de procesos energéticos 
como la desnitrificación cuando el N ya no es un recurso limitante en el sistema. 
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Figura 61: Modelo geomicrobiológico de la muestra Mag, en la unidad 
litoestratigráfica del Origen. En amarillo, el ciclo del Fe; en rojo, el ciclo del C; en 
azul el ciclo del N; en verde, el ciclo del S; en azul-violeta, el ciclo del As y en azul 
pálido el ciclo de Mn. h·v hace referencia a que la luz puede reducir el Fe (III) un 
posible agente fotoprotector del ecosistema (Gómez et al., 2007). El grosor de las 
flechas indica la importancia de la ruta en el sistema; en negro se indican algunos de 
los principales microorganismos encontrados y en rojo los exclusivos de la muestra. 
 
En Mag es evidente una mayor presencia de microorganismos oxidadores 
de Fe, como Ferrimicrobium, un género del phylum Actinobacteria. Este género 
y numerosas secuencias no identificadas más allá del nivel de orden 
(Acidimicrobiales) están presentes entorno a un 20% de abundancia relativa 
tanto por secuenciación Sanger como por Illumina. Esto es particularmente 
interesante por el hecho de que las Acidimicrobiales son un grupo taxonómico 
dentro de las Actinobacterias que se caracterizan por ser todas ellas 
oxidadoras de hierro (Stackebrandt et al., 1997). Sin embargo, 
microorganismos oxidadores comunes de hierro en el sistema de Río Tinto 
como Acidithiobacillus no fue identificado ni por secuenciación ni por 
hibridación y Leptospirillum sólo fue identificado por hibridación y un pequeño 
porcentaje de lecturas en el cultivo de enriquecimiento pero no directamente en 
la muestra. 
En Hem destacan microorganismos que se han encontrado de manera 
exclusiva y que poseen habilidad de fijar N2 (ej. Acidothermus, Bradyrhizobium) 
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y sobretodo microorganismos con capacidad de utilizar compuestos orgánicos 
y reducir el ión férrico como Metallibacterium y especialmente Acidiphillium, 
identificado en gran abundancia en Hem; también se haobservado 
microorganismos capaces de realizar procesos de desnitrificación (ej. 
Ralstonia, Acidobacteria), tal y como se observó en los análisis bioinformáticos 
realizados (apartado 5.6.3.2). 
También destaca la presencia en Mag respecto de Hem de microorganismos 
que poseen metabolismos que requieren condiciones reductoras para llevarse 
a cabo, como la metanogénesis (género Methanometylovorans) o la 
sulfatoreducción (SRB) con la identificación por hibridación de SRB y por 
secuenciación masiva de microorganismos de la familia Peptococcaceae, 
Peptostreptococcaceae y, sobretodo, de microorganismos pertenecientes al 
género Thermoplasma, una Archaea acidófila anaerobia facultativa 
ampliamente identificada en la secuenciación masiva, lo que está en 
consonancia con el hecho de que sea el sistema más reducido de la unidad 
litoestratigráfica. También se identificaron en las muestras microorganismos 
involucrados con otros ciclos biogeoquímicos, como el del Mn o el del As en 
Mag y Hem, pero no parecen ser tan importantes en estos revestimientos, 
especialmente el del Mn. 
Es interesante mencionar en este contexto que hay autores que consideran 
que el metabolismo del azufre favorece la aparición de asociaciones 
simbióticas entre microorganismos (Overmann and van Gemerden, 2000), 
identificándose en las muestras de la unidad litoestratigráfica del Origen 
microorganismos descritos como potenciales simbiontes (ej. Photobacterium en 
Mag y especialmente CPR en Hem), lo que podría indicar la existencia de 
algún tipo de presión selectiva que favorezca la cooperación metabólica entre 
distintos tipos de microorganismos para poder obtener el C, N y la energía 
necesaria para subsistir en el revestimiento. 
Aunque en mayor o menor medida en todas las muestras analizadas 
aparecen microorganismos heterótrofos, es interesante observar que el análisis 
bioinformático de las comunidades microbianas más oxidadas, Hem y P1, 
destaca una mayor representación de las rutas metabólicas implicadas en la 
síntesis de compuestos antimicrobianos como la Vancomicina y β-Lactámicos 
(ko01501 y ko01502, figura 48-B, apartado 5.6.3.3) que podrían ser producidos 
por las comunidades microbianas de estas muestras para disminuir la 
competencia interespecífica facilitando la obtención de fuentes de C, N y 
energía en un sustrato altamente oligotrófico, aunque para confirmar este punto 
serían necesarios experimentos de laboratorio con aislados o mezclas de los 
microorganismos presentes en estos revestimientos con el fin de demostrar su 
operatividad. 
Dadas las observaciones realizadas en los sedimentos de Berrocal (Berr, 
apartado 5.6.1.2.1), una posible explicación para el mantenimiento de las 
comunidades, así como el aumento de diversidad durante la maduración de los 
revestimientos de la unidad litoestratigráfica del Origen podría ser la 
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acumulación de materia orgánica (figura 60). Esta acumulación propiciaría su 
utilización por microorganismos heterótrofos impulsando la actividad metabólica 
de las comunidades microbianas al proveer una importante fuente de C y, 
sobretodo, de N, un factor limitante del crecimiento. 
 
 
Figura 62: Modelo geomicrobiológico de la muestra Hem, en la unidad 
litoestratigráfica del Origen. En amarillo, el ciclo del Fe; en rojo, el ciclo del C; en 
azul el ciclo del N; en verde, el ciclo del S; en azul-violeta, el ciclo del As y en azul 
pálido el ciclo de Mn. h·v hace referencia a que la luz puede reducir el Fe (III) un 
agente fotoprotector del ecosistema (Gómez et al., 2007). El grosor de las flechas 
indica la importancia de la ruta en el sistema; en negro se indican algunos de los 
principales microorganismos encontrados y en rojo los exclusivos en la muestra. 
 
El crecimiento microbiano requiere N, pero la fijación biológica de N2 
requiere un alto coste energético, esto implica que en el ambiente oligotrófico 
de las superficies rocosas debe de existir un aumento de la presión selectiva 
que favorezca el reciclaje, lo más efectivo posible, del nitrógeno presente en el 
sistema, una idea en consonancia con trabajos experimentales realizados 
(Navarro-González et al., 2001) y con los resultados presentados en este 
trabajo. 
Cuando la biomasa en la comunidad es lo suficientemente grande se pueden 
favorecer metabolismos más adecuados a las condiciones más oxidantes del 
sistema (Hem), favoreciendo metabolismos que permitan obtener una mayor 
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cantidad de energía, como la desnitrificación (apartado 5.6.3.2). Lo que de 
alguna manera indica es que la cantidad de N presente en la comunidad es lo 
suficientemente abundante como para no requerir su reciclaje, favoreciendo 
procesos como la desnitrificación, un sistema alternativo de obtención de 
energía. Los análisis isotópicos realizados muestran que en la muestra Hem se 
observa una importante pérdida de nitrógeno con respecto a la muestra Mag 
(apartado 5.4) lo cual estaría de acuerdo con el análisis bioinformático del 
metabolismo del N (apartado 5.6.3.2) y la diversidad metabólica observada en 
ambas muestras (figuras 61 y 62).  
Por lo tanto, las observaciones realizadas en la unidad litoestratigráfica del 
Origen parecen indicar que un aumento de la diversidad permite llevar a cabo 
procesos metabólicos más complejos, con mayor producción de energía y 
aprovechamiento de los recursos disponibles, facilitando la supervivencia en un 
ambiente oligotrófico como el revestimiento de las rocas. La presencia de 
microorganismos del reciente superphylum Patescibacteria (CPR) en la 
muestra Hem podría estar relacionada con su importante papel en el reciclado 
de materia orgánica y de N en esta comunidad (Castelle et al., 2018). También 
cabe resaltar la posible presencia de microorganismos procarióticos 
fotosintéticos, aunque su identificación no ha podido ser claramente confirmada 
tal y como se discute en la sección de resultados. Por otra parte, conocemos la 
existencia e identificación en el sistema de estudio de microorganismos 
fotótrofos eucarióticos (Aguilera et al., 2007), los cuales pueden aportar 
biomasa como fuente de C, N y energía en las muestras. 
A nivel geomicrobiológico algo similar a lo descrito para la unidad 
estratigráfica del Origen puede suceder en la muestra de revestimiento de roca 
de la zona de Berrocal. En los sedimentos de Berrocal (Berr, figura 63) se 
observa una gran actividad heterótrofa, probablemente nutriéndose de la 
biomasa de microorganismos quimiolitotrofos acumulados en el margen del río, 
convenientemente degradada por las exoproteinasas de microorganismos, 
como Metallibacterium. Esto les permite obtener una fuente de C y de N, que a 
su vez gracias a la desaminación de los aminoácidos provoca un aumento local 
del pH, favoreciendo que otros microorganismos puedan prosperar en estos 
micronichos al margen de las condiciones ácidas globales en las que se 
encuentra el ecosistema. Por lo que los sedimentos de Berrocal (Berr) pueden 
ser un buen ejemplo del inicio del desarrollo de las comunidades microbianas 
sobre las superficies rocosas de esta zona de la cuenca del río Tinto, 
permitiendo evaluar las distintas variables del sistema y su evolución temporal 
(pH, oxidación de metales pesados…). 
La inundación periódica de los revestimientos de roca en la ubicación de 
Berrocal debido al aumento de caudal del cauce del río en la zona en la época 
lluviosa introduce una importante variable que no se observa en la zona del 
Origen, en donde el flujo es mínimo y constante. Por lo tanto, es factible un 
reciclaje parcial no sólo de la composición de elementos del revestimiento, sino 
también de los microorganismos presentes en el revestimiento. 
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Figura 63: Modelo geomicrobiológico de la muestra Berr de la zona de Berrocal. 
En amarillo, el ciclo del Fe; en rojo, el ciclo del C; en azul el ciclo del N; en verde, el 
ciclo del S; en azul-violeta, el ciclo del As. h·v hace referencia a que la luz puede 
reducir el Fe (III) un agente fotoprotector del ecosistema (Gómez et al., 2007). El 
grosor de las flechas indica la importancia de la ruta en el sistema; en negro se indican 
algunos de los principales microorganismos encontrados y en rojo se indican los 
encontrados de manera exclusiva en la muestra. 
 
Esta hipótesis explicaría porqué la comunidad microbiana identificada en la 
muestra P1 alcanza un nivel de complejidad intermedia entre la observada en 
Mag y Hem, esta última con un mayor grado de oxidación mineralógica. Un 
elemento importante a tener en cuenta y que no debemos perder de vista es 
intentar averiguar si la comunidad microbiana identificada en P1 es 
responsable de los cambios mineralógicos observados en este revestimiento 
(apartado 5.6.1.2.2 y figuras 47 y 64). 
La modificación parcial y recurrente de las condiciones geoquímicas del 
revestimiento de Berrocal (P1) debido a los cambios de flujo del río debe influir 
en las condiciones de formación del revestimiento, impidiendo que progrese en 
su metamorfosis mineralógica a un estado de completa oxidación del hierro tal 
y como se observa en Hem. De ahí que en P1 se observen minerales poco 
comunes como la chamosita férrica, que es difícil de observar en la naturaleza, 
y que se encuentra generalmente asociado a depósitos de hierro (apartado 
5.1.2). 
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A pesar de la dificultad inherente debido a las características ácidas 
extremas del ecosistema, ha sido posible observar en P1 mediante el análisis 
por SEM la presencia de elementos no identificados en las muestras de 
revestimiento de roca del Origen (Mag y Hem), tales como el Mn o As, en 
forma de deposiciones en determinadas zonas de la muestra P1, asociadas a 
la presencia de materia orgánica (apartado 5.2.2.1), lo que podría indicar el 
posible papel de los microorganismos de la comunidad en los cambios 
mineralógicos observados en este revestimiento. 
Por otra parte, la identificación de microorganismos en P1 como 
Acinetobacter, Bacillus, Caulobacter (bastante abundante respecto de Hem) y 
algunos presentes de manera exclusiva en este revestimiento de roca, como 
Arthrobacter y Paeniglutamicibacter, son capaces todos ellos de oxidar y/o 
reducir metales pesados (Tebo et al. 2005; Carmichael and Bräuer, 2015), 
algunos con la habilidad de generar deposiciones acopladas con polímeros 
extracelulares (Ghiorse and Hirsch, 1979; apartado 5.6.1.2.2), y la observación 
de precipitados de Mn por SEM (apartado 5.2.2.1), sugieren que determinados 
procesos únicamente identificados en Berrocal son debidos a la influencia de 
los cambios de flujo del cauce del río, reflejando cambios a nivel local en el pH 
del revestimiento que pueden estar alejados de las condiciones ácidas 
extremas imperantes en el sistema, como la presencia de Ca identificada por 
SEM (apartado 5.2.2.1). De hecho, es previsible que elementos como el Ca o el 
Mn puedan acumularse en mayor cantidad en los revestimientos situados más 
alejados del margen del río, ya que están menos expuestos a la lixiviación 
ácida por el agua del río. 
Las evidencias apuntan a la idea de que la deposición en el revestimiento de 
roca de Berrocal (muestra P1) de cationes como Mn, Ca, As o Fe es inducida 
biológicamente de manera directa y/o indirecta, compatible con descripciones 
recientes en la que se postula una transferencia electrónica extracelular entre 
minerales semiconductores y comunidades bacterianas electroactivas en barniz 
de roca (Ren et al., 2019), con una participación importante del pH y la 
composición química del agua presente en el ambiente y que incide de manera 
local en la superficie del revestimiento. El flujo de agua favorecería la disolución 
y renovación de ciertos componentes, mientras que el pH determinaría qué 
elementos quedan fuertemente anclados sobre la superficie de la roca o cuales 
se lixivian de la superficie del revestimiento, impidiendo acumularse de manera 
progresiva e a lo largo del tiempo, como por ejemplo el Mn. 
Teniendo en cuenta que en el ecosistema del Tinto es más común encontrar 
hierro en solución que el manganeso, la lixiviación por el agua ácida explicaría 
por qué el revestimiento de roca P1 posee un menor enriquecimiento en 
manganeso y en REEs respecto a la UCC que los revestimientos de roca 
encontrados en los desiertos y ambientes semiáridos, donde la menor 
influencia del agua favorece mayores ciclos de acumulación del material 
polvoriento, una de las principales fuentes de elementos de este tipo de 
barnices de roca (Macholdt et al., 2017). 
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Figura 64: Modelo geomicrobiológico de la muestra P1, el revestimiento de roca 
situado en la cuenca de Berrocal. En amarillo, el ciclo del Fe; en rojo, el ciclo del C; 
en azul el ciclo del N; en verde, el ciclo del S; en azul-violeta, el ciclo del As y en azul 
pálido el ciclo de Mn. h·v hace referencia a que la luz puede reducir el Fe (III) un 
agente fotoprotector del ecosistema (Gómez et al., 2007). El grosor de las flechas 
indica la importancia de la ruta en el sistema; en negro se indican algunos de los 
principales microorganismos encontrados y en rojo los encontrados de manera 
exclusiva en la muestra. 
 
Además, a diferencia de las muestras del Origen Hem y Mag, en P1 se 
observan por SEM estructuras lisas, no botroidales y con diferentes elementos 
como Pb, Mn o As, lo que corrobora los resultados obtenidos por ICP-MS sobre 
la deposición de este tipo de elementos en el revestimiento de roca de 
Berrocal. Esta deposición se debe probablemente al cauce del río que deposita 
una fina capa de sedimento sobre la roca que finalmente acabe por embeberse 
en la matriz mineral del revestimiento, facilitando la actividad microbiana su 
precipitación y fijación sobre la roca. La hipótesis de la deposición de 
sedimento en el revestimiento P1 está de acuerdo con el valor negativo del 
cociente δ13C/δ12C medido, típico de acumulación de materia orgánica (Vitoria 
et al., 2004). 
Algunos de los microorganismos singulares encontrados en P1 han sido 
descritos anteriormente en el sistema de Río Tinto y en lagos de drenaje ácido 
de minas enriquecidos en Mn (Santofimia et al., 2013) en los que se observó 
correlaciones fuertemente positivas con elementos como Mn o Ca así como 
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una correlación negativa con Ba, similar a lo que se ha observado en el 
revestimiento P1, aunque en nuestro caso en roca y no en la columna de agua. 
Estos autores encontraron que el pH correlaciona negativamente con la 
presencia de estos microorganismos en los lagos ácidos de drenaje de minas 
estudiados, y aunque en nuestro caso la medida del pH en P1 no fue posible, la 
tendencia observada para estos microorganismos en esos lagos ácidos permite 
sugerir que la comunidad de microorganismos en la muestra P1 podría tener 
una cierta independencia de las condiciones fisicoquímicas del sistema, algo 
que apoyaría las observaciones de la presencia de microorganismos como 
Metallibacterium en Berrocal, capaz de modificar el pH del ambiente 
circundante como consecuencia de su actividad metabólica (Bartsch et al., 
2017).  
Se ha observado que las películas de hierro y los barnices de roca descritos 
en la literatura científica (apartado 2.2) tienen similitudes con las diferentes 
muestras de revestimientos de roca analizadas en la cuenca de Río Tinto. La 
mineralogía y elementos presentes en Hem, Mag y Ror permiten considerar 
estas muestras como películas de hierro (apartado 5.3). La comparación de 
estos revestimientos con las características descritas para los barnices de roca 
muestra un claro alejamiento de las mismas, lo que refuerza el argumento de 
considerarlas como películas de hierro (ej. Marnocha et al., 2014). Sin 
embargo, las características detectadas en P1 son claramente distintas del 
resto de los revestimientos analizados (Hem, Mag y Ror) y similares a las 
descritas para los barnices de roca. 
La mineralogía y geoquímica observadas en P1 es similar a la de los 
barnices de roca (presencia de arcillas como la Illita, gran cantidad de Fe, 
enriquecimiento de 3 a 5 veces de Li). Por otro lado, el análisis de la parte 
externa respecto la parte interna del revestimiento, que es donde la deposición 
mineral se asienta, revela un enriquecimiento a nivel local en ciertos elementos 
químicos compatible con datos observados de otros barnices de roca (Dorn, 
2007; Macholdt et al., 2017), Sin embargo, las particularidades de la físico-
química de las aguas del río Tinto enmascaran algunas de las características 
del barniz de roca de Berrocal.  
Las condiciones de reincidencia estacional del agua del cauce del río en 
Berrocal permite argumentar por qué no se han detectado de manera 
abundante óxidos de manganeso, una de las características principales de un 
barniz de roca, ya que estamos en un ambiente hídrico ácido extremo que 
favorece la disolución de óxidos de manganeso (Macholdt et al., 2017), además 
de la dificultad intrínseca de su detección por técnicas como el XRD y de que la 
gran cantidad de hierro presente en el sistema enmascara la detección de otros 
óxidos (Barrón and Torrente, 2013). 
La comparación de P1 con barnices de roca de otros lugares indica que 
tiene características únicas respecto a otro tipo de barnices (baja cantidad de 
Mn, ubicación en un ambiente hídrico ácido); por otra parte los análisis de PCA 
revelaron una cierta proximidad del revestimiento P1 con las muestras de 
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barniz tipo V clasificados por Macholdt et al., 2017, aunque hay que tener en 
cuenta que los análisis realizados no permiten distinguir entre diferentes 
barnices tipo V, debido al hecho de que la influencia hídrica particular de cada 
ambiente genera unos valores de cocientes de elementos diferentes (apartado 
5.3). 
Dadas las características descritas anteriormente, así como la presencia en 
P1 de microorganismos que como Acinetobacter, Arthrobacter o Acidobacterias 
han sido recurrentemente asociados a barnices de roca bien caracterizados (ej. 
Kulhman et al., 2008), consideramos que el revestimiento de roca de la 
muestra P1 corresponde a un barniz de roca tipo V peculiar, debido a las 
condiciones del ambiente ácido extremo en el que se desarrolla. Este barniz de 
roca es el primero que se ha descrito asociado a las condiciones ácidas 
extremas existentes en Río Tinto. Sería conveniente caracterizar otros 
revestimientos de roca en ambientes ácidos extremos con el fin de determinar 
si definitivamente corresponden al tipo V o pudieran constituir una nueva clase 
de barniz de roca. 
 
******************************************************************************************* 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 20: (Página siguiente) Grupos taxonómicos identificados a nivel de 
dominio, phylum y orden en las diferentes muestras analizadas con diferentes 
técnicas de ecología microbiana. Las celdas muestran por un lado las abundancias 
relativas obtenidas de la secuenciación (apartado 4.6.1) y por otro lado, la presencia o 
ausencia de hibridación (apartado 4.6.4). El color en la columna del grupo taxonómico 
indica si se trata de Dominio, Phylum, Clase u Orden. Para su inclusión en la tabla se 
han seleccionado aquellas que superan el 1% en alguna muestra o bien han sido 
detectadas por lo menos por dos metodologías. Se incluye en la parte inferior derecha 
un resumen de los parámetros ecológicos de interés de las muestras ambientales y de 
los cultivos de enriquecimiento en función del tipo de secuenciación empleado. [1]: 
Incluye lecturas identificadas como cloroplastos. [2]: Confirmado con PCR específica. 
[3]: Taxón microbiano recientemente descrito (CPR; Hug et al., 2016). [4]: Se indica en 
la fila la señal de hibridación con la sonda SRB. [5] Detectado, pero no computado al 
no ser confirmado por la PCR específica realizada. 
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Tabla 21: (página siguiente) Grupos taxonómicos identificados a nivel de Género 
en las diferentes muestras analizadas con diferentes técnicas de ecología 
microbiana. Las celdas muestran por un lado las abundancias relativas obtenidas de 
la secuenciación (apartado 4.6.1) y por otro lado, la presencia o ausencia de 
hibridación (apartado 4.6.4). Para su inclusión en la tabla se han seleccionado 
aquellas que superan el 1% en alguna muestra y han sido detectadas por lo menos 
por dos metodologías independientes. Las excepciones a este filtro, que se han 
considerado interesantes por las características metabólicas que pueden ejercer en el 
sistema, se indican con un asterisco al final del nombre del género. Se incluye en la 
parte inferior derecha un resumen de los parámetros ecológicos de interés de las 
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muestras ambientales y de los cultivos de enriquecimiento en función del tipo de 
secuenciación empleado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
143 
 
7 CONCLUSIONES 
 
■ Las muestras del Origen dadas las características morfológicas y 
geoquímicas pueden ser consideradas películas de hierro. Sin 
embargo, la roca de Berrocal, P1, es un revestimiento diferente y que 
dadas las características de composición química, mineralógica, 
observaciones microscópicas y comparación con otros barnices de roca, 
puede ser caracterizado como un barniz de tipo V particular por la 
química del ambiente hídrico en el que se desarrolla (ácido extremo). 
 
■ La conclusión anterior implica que P1 es el primer estudio de barniz de 
roca descrito en un ambiente natural ácido y el primero en utilizar 
técnicas complementarias para caracterizar los diferentes taxones 
microbianos presentes. 
 
■ Las Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Chloroflexi y 
Acidobacteria son los phyla más abundantes en las diferentes 
muestras de roca estudiadas. Los resultados están en consonancia con 
microorganismos encontrados en trabajos anteriores en la cuenca del 
Río Tinto y con trabajos de caracterización microbiana de barnices de 
roca en otros ambientes. Se observa en la superficie de los 
revestimientos un cambio partiendo desde una población microbiana 
típica de drenaje ácido de minas a una población microbiana subaérea 
 
■ A nivel microbiológico se observa un incremento de la diversidad y un 
aumento de la cantidad de materia orgánica en los sistemas cuando las 
condiciones oxidantes aumentan sobre la superficie de los 
revestimientos, algo claramente observable en la unidad litoestratigráfica 
del Origen, implicando una pérdida de nitrógeno en el sistema que 
parece correlacionarse con un aumento de la complejidad en la 
microbiología. 
 
■ Ese aumento de complejidad en el sistema permite llevar a cabo 
procesos metabólicos menos favorables dadas las limitaciones 
ambientales del sistema en un estadío de complejidad microbiana 
mayor, lo que puede favorecer interacciones ecológicas entre 
microorganismos con tal de aprovechar los recusros metabólicos 
disponibles, tal y como queda reflejado con la presencia de las CPR 
cuando las condiciones oxidantes en el sistema son elevadas. 
 
■ Dadas las características microscópicas de las muestras y la diversidad 
metabólica encontrada (predominantemente heterótrofa), éstas pueden 
tener un importante influencia en el estado redox sobre la superficie 
de la roca, debido a un pH diferencial que puede generarse como 
consecuenciadel desarrollo de la comunidad microbiana en el sistema, 
influyendo en los cambios mineralógicos a lo largo del tiempo. 
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■ Se ha establecido un modelo geomicrobiológico global de 
funcionamiento de la comunidad microbiana en los diferentes 
revestimientos sobre la roca en el que destacan el ciclo de hierro, azufre, 
nitrógeno y carbono con el manganeso y, en menor medida, arsénico, 
maximizando la cantidad de nitrógeno disponible procedente de la 
degradación microbiana y usando la materia orgánica disponible como 
fuente de carbono y energía impulsando con la oxidación del hierro el 
desarrollo de las comunidades microbianas. 
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APÉNDICE 
 
A) Ubicación de las principales referencias bibliográficas de estudios 
microbianos en revestimiento de roca ricos en hierro 
 
 
Figura 65: Referencias bibliográficas de revestimientos ricos en Fe con su año y 
ubicación geográfica. [1] Indica el tipo de ambiente en el que se encuentra el barniz; 
[2] Indica el tipo de estudio microbiano de secuenciación de ADN realizado. [3] La 
abundancia de cada taxón teniendo en cuenta todos los trabajos analizados. En rojo 
se indica la presencia del taxón microbiano de las columnas de la izqueirda. En blanco 
indica la no detección. 
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B) Protocolo de ligación y transformación de células químicamente 
competentes de Escherichia coli One Shot TOP10 de Invitrogen 
utilizado en el laboratorio 
 
LIGACIÓN: 
 
1. Añadir 4 ul de producto de PCR + 1 ul de solución salina + 1 ul del 
vector 
2. Incubar al menos 30 min a 4ºC (se puede dejar toda la noche) 
 
TRANSFORMACIÓN: 
 
1. 2 horas antes de empezar el proceso de transformación sacar las placas 
LB con ampicilina (añadida antes de fundirse el agar del LB a una 
concentración de 100 ug/ml) y añadir 32 ul de X-Gal, extendiéndose por 
la placa 
2. 5 min antes de empezar, descongelar las células competentes 
dejándolas en hielo 
3. Añadir a cada vial 2ul de la reacción de ligación 
4. Incubar en hielo 30 min 
5. Incubar 30 s a 42ºC en baño y rápidamente pasarlo al hielo y dejarlo 2 
min 
6. Añadir a cada vial 250 ul de medio SOC (debe estar atemperado a 37ºC) 
7. Incubar 1h a 37ºC a 200 rpm. Ir atemperando las placas a 37ºC 
8. Plaquear 30 ul del tubo a una placa y el resto centrifugar a máxima 
velocidad 2 min. Desechar 240 ul y resuspender el pellet en el volumen 
restante y sembrarlo todo en otra placa. Con esto conseguiremos 
maximizar el número de células en placa 
9. Incubar toda la noche a 37ºC las placas 
10. Picar las colonias blancas y pasarlas a una placa multipocillo de 96 con 
1,5 ml de TB + Ampicilina (a una concentración de 100 ug/ml). Colocar 
tapa de filtro para permitir la respiración de las células y obtener una 
biomasa adecuada 
11. Incubar la placa multipocillo toda la noche a 37ºC en agitación leve (200 
rpm) 
12. Centrifugar 10 min a 3000 rpm 
13. Desechar el sobrenadante con cuidado de no llevarte el pellet y guardar 
a -20ºC. Listo para extraer el ADN plasmídico de las células  
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C) Análisis geoquímicos Hem, Mag y P1 
 
Tabla 22: Cocientes de elementos obtenidos para la clasificación de las 
muestras en base al trabajo desarrollado por Macholdt et al., 2017. 
Muestra Al / Ni Mn / Ba Mn / REY 
P1 (P1Ext) 333,63 2,30 112,53 
P1 (P1Int) 114,50 2,02 42,62 
N-Berr 1,67 ·104 6,30 ·10-3 0,61 
Berr* ND 0,40 67,66 
Ror ND 0,08 6,91 
Hem ND 0,31 35,69 
Mag ND 0,28 7,07 
ND: No determinado (Valor del Ni = 0 en el análisis ICP-MS) 
* Media realizada con los análisis ICP-MS Berr1, Berr2 y Berr3 
 
 
 
Tabla 23: Datos numéricos de los análisis geoquímicos realizados en las 
muestras Hem, Mag (Origen) y P1 (Berrocal). 
 
Hem Mag P1 
δ15N / δ14N 
(Medidas) 
2,446; 2,192; 
2,309; 2,550 
2,401; 2,691; 2,603; 
2,535 
1,587; 1,704; 1,475; 
1,500 
Media (Desv. 
estándar) 
2,37 (0,16) 2,56 (0,12) 1,57 (0,10) 
δ 13C / δ 12C 
(Medidas) 
-24,472; -24,607; -
24,687; -24,569 
-24,782; -24,779; -
24,687; -24,588 
-25,802; -25,565;  
-25,481; -25,483 
Media (Desv.) -24,56 (0,06) -24,71 (0,09) -25,58 (0,15) 
% TN 0,06 0,06 0,02 
% TOC 0,34 0,12 0,05 
C / N 5,5 2,1 2,4 
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D) PCR específica de Cyanobacteria 
 
 
Figura 66: PCRs realizadas con cebadores específicos de Cyanobacteria. L: 
Ladder, 1: Muestra Hem, 2: Muestra Mag, 3: Muestra P1, 4: Muestra Ror, 5: Muestra 
Berr (Berr1), C-(1): Control negativo sin ADN (agua milliQ), C-(2): Control negativo 
con ADN de Escherichia coli (cepa Hfr), C+: Control positivo con ADN de Microcystis 
aeruginosa (cepa UAM-265). Se puede observar que en ambas PCRs se observa un 
producto de amplificación en el pocillo donde se cargó la PCR de la muestra Ror que 
coincide con el tamaño de banda esperado que amplifican los cebadores utilizados, y 
que se puede observar también en el control + de las PCRs. 
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E) Estándares utilizados para la qPCR 
 
Tabla 24: Estándares usados en la qPCR. 
Nombre Dilución ADN utilizada Número de copias  de 16S ARNr  / ul 
STD-10 10-10 2,68 · 101 
STD-9 10-9 2,68 · 102 
STD-8 10-8 2,68 · 103 
STD-7 10-7 2,68 · 104 
STD-6 10-6 2,68 · 105 
STD-5 10-5 2,68 · 106 
STD-4 10-4 2,68 · 107 
Concentración de ADN inicial de Escherichia coli (cepa K12): 46 ng/ul. Éste fue diluido 
tal y como se indica en la tabla para obtener las diluciones correspondientes. 
 
 
  
 
 
F) Curvas de rarefacción 
 
 
Figura 67: Curva de rarefacción de la secuenciación Sanger de las muestras 
Hem y Mag (de las tres extracciones realizadas). El ajuste de Clench para Hem es 
0,998 y para Mag-1, Mag-2 y Mag-3 son 0,978, 0,995 y 0,991 respectivamente. Las 
extracciones Mag-1 y Mag-2 se ajustaron mejor a un ajuste logarítmico (R2=0,999) y a 
un ajuste con tendencia lineal (R2=0,996) así que los datos obtenidos de estas 
extracciones no fueron confiables para determinar una riqueza de especies razonable. 
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Figura 68: Curva de rarefacción de las secuenciaciones Sanger en la muestra 
Ror. El ajuste de Clench para Ror-1 es 0,994 y para Ror-2 0,995. 
 
 
Figura 69: Curva de rarefacción de la secuenciación Sanger de la muestra Berr. 
El ajuste de Clench fue 0,98. 
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Figura 70: Curva de rarefacción de la secuenciación por Illumina Mi-Seq de la 
muestra Hem. El ajuste de Clench fue 0,967. 
 
 
Figura 71: Curva de rarefacción de la secuenciación por Illumina Mi-Seq de la 
muestra Mag. El ajuste de Clench fue 0,996 
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Figura 72: Curva de rarefacción de la secuenciación por Illumina Mi-Seq de la 
muestra P1. El ajuste de Clench fue 0,981. 
 
G) Secuenciación Illumina 
 
Tabla 25: Información relativa a la secuenciación Illumina realizada de las 
muestras ambientales y cultivos. 
Muestras 
Suma 
de 
lecturas 
Illumina 
Media GC 
en % 
(Foward / 
Reverse) 
% de lecturas 
que pasaron los 
controles 
bioinformáticos 
Índice de 
Shannon / 
Índice de 
Pielou 
(H’ / J’) 
% OTUs 
del 
control – 
detectado 
Control 
negativo-1 
312028 55 / 56 - 2,69 / 0,38 - 
P1 298105 55 / 56 7,5 4,20 / 0,71 41,47 
Hem 305420 53 / 54 32,7 4,31 / 0,67 42,61 
Mag 333406 54 / 54 14,7 3,83 / 0,63 61,02 
Control 
negativo-2 
164743 54 / 55 - 3,49 / 0,50 - 
Berr  
(Fe+NH4NO3) 
26621 54 / 54 4,1 2,24 / 0,68 81,57 
Hem (DG +S) 11190 53 / 54 26,6 3,08 / 0,70 88,16 
Mag (DG +S) 4834 45 / 45 39,6 3,20 / 0,74 60,38 
Control negativo-1: Muestras ambientales; Control negativo-2: Cultivos 
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H) Árboles filogenéticos 
 
A continuación en las páginas siguientes se muestran los diferentes árboles 
filogenéticos realizados con el objetivo de confirmar las afinidades taxonómicas 
de las secuencias obtenidas mediante el método de secuenciación de Sanger 
(consultar en la tabla del apartado J las secuencias de GenBank utilizadas para 
las inferencias filogenéticas realizadas) 
El orden en el que aparecen los árboles de cada muestra corresponden a: 
Hem, Mag (primero el de los cebadores foward y después las secuencias 
obtenidas con los cebadores reverse), Ror y Berr. En todos los casos las 
filogenias aquí mostradas se realizaron por máxima verosimilitud. 
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Figura 73: Árbol de máxima verosimilitud realizado con las secuencias Hem. 
Topología: SPR; árbol inicial: BioNJ; modelo de sustitución nucleotídica GTR+λ+I (λ 
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=0,601; I=0,292); Log-likelihood= -10336,4 f(A)= 0,24317; f(T)= 0,18832; f(C)=0,24133; 
f(G)= 0,32718. El outgroup es una secuencia de Archaea (GenBank: AJ550160). 
 
Figura 74: Árbol de máxima verosimilitud realizado con las secuencias foward de 
las diferentes extracciones realizadas de Mag. También se incluyen las secuencias 
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que pudieron ser correctamente ensambladas por los programas bioinformáticos. 
Topología: SPR; árbol inicial: BioNJ; modelo de sustitución nucleotídica GTR+λ+I (λ 
=0,926; I=0,121); Log-likelihood= -2398,25299; f(A)= 0,25283; f(T)= 0,19097; 
f(C)=0,24063; f(G)= 0,31556. El outgroup es una secuencia de Archaea (GenBank: 
AJ550160). 
 
Figura 75: Árbol de máxima verosimilitud realizado con las secuencias reverse 
de las diferentes extracciones realizadas de Mag. También se incluyen las 
secuencias que pudieron ser correctamente ensambladas por los programas 
bioinformáticos. Topología: SPR; árbol inicial: BioNJ; modelo de sustitución 
nucleotídica GTR+λ+I (λ =0,394; I=0,098); Log-likelihood= -748,16422; f(A)= 0,25412; 
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f(T)= 0,23744; f(C)=0,24549; f(G)= 0,26295. El outgroup es una secuencia de Archaea 
(GenBank: AJ550160). 
 
Figura 76: Árbol de máxima verosimilitud realizado con las secuencias de las 
extracciones realizadas en Ror. Topología: SPR; árbol inicial: BioNJ; modelo de 
sustitución nucleotídica GTR+λ+I (λ =0,695; I=0,179); Log-likelihood= -12537,95855; 
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f(A)= 0,24377; f(T)= 0,19253; f(C)=0,22458; f(G)= 0,33912. El outgroup es una 
secuencia de Archaea (GenBank: AJ550160). 
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Figura 77: (página anterior) Árbol de máxima verosimilitud realizado con las 
secuencias obtenidas de las diferentes extracciones realizadas en Berr. 
Topología: SPR; árbol inicial: BioNJ; modelo de sustitución nucleotídica GTR+λ+I (λ 
=0,394; I=0,098); Log-likelihood= -748,16422; f(A)= 0,25412; f(T)= 0,23744; 
f(C)=0,24549; f(G)= 0,26295. El outgroup es una secuencia de Archaea (GenBank: 
AJ550160). 
 
I) Datos de los diferentes umbrales de identidad analizados para realizar 
la inferencia metagenómica 
 
 
 
Figura 78: Representación gráfica del pre-análisis en Piphillin para la selección 
del mejor umbral de identidad. A: Umbral de identidad versus porcentaje total de 
secuencias que pasan el filtro del análisis. B: Umbral de identidad versus número de 
genomas inferidos para el análisis. 
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Tabla 26: Resultados numéricos obtenidos de la inferencia metagenómica con la 
herramienta bioinformática Piphillin utlizando diferentes umbrales de identidad 
 
80% 85% 90% 95% 99% 
 
% GI % GI % GI % GI % GI 
Hem 97,1 210 93,6 191 86,5 158 57,7 100 1,67 11 
Mag 100 143 98,6 137 89,3 103 60,7 55 4,03 19 
P1 100 168 96,4 159 80,0 129 53,5 91 3,10 12 
%: Cobertura respecto del total de OTUs de la muestra 
GI: Genomas inferidos en el análisis 
 
 
J) Información relativa a las inferencias filogenéticas realizadas 
 
Tabla 27: Secuencias procedentes de las bases de datos utilizadas para agrupar 
las secuencias identificadas por secuenciación Sanger y realizar las inferencias 
filogenéticas de nuestras secuencias de interés. 
Código GenBank  Clasificación taxonómica 
JN714979 Betaproteobacteria; Ralstonia insidiosa 
AB607032 Alfaproteobacteria; Sphingomonas sp. 
FJ492844 Firmicutes; Staphylococcus sp. 
AB690250 Firmicutes; Streptococcus sp. 
AM906085 Firmicutes; Paenibacillus sp. 
GQ284472 Gammaproteobacteria; Moraxella 
FN868953 Alfaproteobacteria; Methylobacterium sp. 
KJ907773 Actinobacteria; Aciditerrimonas sp. 
GQ249597 Firmicutes; environmental samples 
NR112116 Firmicutes; Bacillus subtilis 
KF182219 Bacteria; environmental samples 
HM057165 Actinobacteria; environmental samples 
AJ583158 Firmicutes; Bacillus indicus 
GU391497 Firmicutes; Paenibacillus humicus 
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NR074263 Chloroflexi; Chloroflexus auranticus 
AJ308499 Chloroflexi; Chloroflexus aggregans 
HM745453 Bacteria; environmental samples 
GQ495051 Firmicutes; Bacillus sp. 
EU240961 Firmicutes; Paenibacillus sp. 
EU370277 Bacteria; environmental samples 
EU370319 Bacteria; environmental samples 
DQ529309 Cyanobacteria; Anabaena sp. 
DQ529309 Proteobacteria; Acidithiobacillus ferrooxidans 
AB780939 Thermodesulfobacteria; environmental samples 
KF193528 Chloroflexi; Thermogemmatispora 
KY984282 Chloroflexi; environmental samples 
EF210568 Proteobacteria; Acidithiobacillus ferrooxidans 
KM200546 Chloroflexi; Ktedonobacteria 
HE858262 Gammaproteobacteria; Metallibacterium sp. 
HQ674950 Acidobacteria; environmental samples 
KJ191829 Acidobacteria; environmental samples 
JQ067914 Planctomycetes; candidatus Nostocoida 
JX505231 Actinobacteria; Aciditerrimonas sp. 
FJ485422 Deltaproteobacteria; environmental samples 
MF503098 Actinobacteria; strain USS-CCA1 
AY673403 Bacteria; Chloroflexi 
NR074517 Firmicutes; Heliobacterium modesticaldum 
EF522283 Eukaryota; Chlorophyta 
AJ550160 Archaea; Methanobacterium 
E.coli* Secuencia procedente de Van de Peer et al., 1996 
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Tabla 28: Identificación más probable por Blastn de secuencias no clasificadas 
por QIIME. 
CAPA ROJA ORIGEN (Hem) 
Lecturas Código Genbank Distancia Identificación más probable 
UnkOTU1 
AY193186,  
LC287971,  
DQ093901,  
KX133470 
0,0751;  
0,0844;  
0,0933;  
0,1202 
OD1 (Parcubacteria) 
UnkOTU2 
GU245906,  
HM134896, 
MG803329 
0,1336;  
0,2199;  
0,2699 
Delta proteobacteria (similar a 
Pelobacter) 
UnkOTU3 
AF355035,  
KX710021, 
DQ906056 
0,1002;  
0,1168;  
0,1988 
Alfa proteobacteria (similar a 
Azotobacter) 
UnkOTU4 AY193186 0,0900 OD1 (Parcubacteria) 
UnkOTU5 
GQ348762, 
KX123470, 
LN880482, 
KX123461 
0,2402; 
0,2502; 
0,2588; 
0,2764 
OD1 (Parcubacteria) 
UnkOTU6 
KF414382, 
JQ700719, 
EU119136, 
HM798893 
0,1329; 
0,1369; 
0,1371; 
0,1405 
Gamma Proteobacteria 
UnkOTU7 
AY222299, 
EU626142, 
AF355035, 
MG803329 
0,1306; 
0,2042; 
0,2759; 
0,3279 
Unculture Cyanobacterium 
UnkOTU8 
MG803329, 
JN038644, 
AF355035, 
EU626142 
0,1081; 
0,1721; 
0,2227; 
0,3179 
Delta Proteobacteria 
UnkOTU9 
AY555639, 
MF440008, 
KX123521, 
JQ886452 
0,1172; 
0,1356; 
0,1921; 
0,3333 
Planctomycetes 
UnkOTU10 FJ662339 0,1749 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU11 
KY611717, 
EU642006, 
FN434379 
0,1460; 
0,1464; 
0,1469 
Beta Proteobacteria (Burkholderiales) 
UnkOTU12 
GQ072663, 
EU642006 
0,1998; 
0,3358 
Proteobacteria (clase desconocida) 
183 
 
UnkOTU13 
GU245925, 
FJ774063, 
AY922093 
0,1449; 
0,1450; 
0,1498 
OD1 (Parcubacteria) / Uncult. 
Cyanobacteria 
UnkOTU14 KX123470 0,0800 OD1 (Parcubacteria) 
UnkOTU15 
MH813396, 
EU626142, 
JQ401518, 
DQ448734 
0,1302; 
0,1302; 
0,1583; 
0,1600 
Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU16 JQ724815 0,0600 Archaea (Uncultured Euryarchaeota) 
UnkOTU17 LT858996 0,1000 OD1 (Parcubacteria) 
REVESTIMIENTO DE ROCA DE BERROCAL (P1) 
Lecturas Código Genbank Distancia Identificación más probable 
UnkOTU18 MG856133 0,1731 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU19 MG856133 0,1686 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU20 MG856133 0,1269 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU21 MG856133 0,1846 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU22 MG856133 0,1693 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU23 MG856133 0,1394 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU24 MG856133 0,1555 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU25 MG856133 0,1584 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU26 MG856133 0,1645 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU27 MG856133 0,1532 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU28 MG856133 0,1395 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU29 MG856133 0,1741 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU30 MG856133 0,1443 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU31 MG856133 0,1649 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU32 MG856133 0,1406 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU33 MG856133 0,1586 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU34 MG856133 0,1437 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU35 MG856133 0,1344 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU36 MG856133 0,1044 Actinobacteria, uncultured 
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UnkOTU37 MG856133 0,1461 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU38 MG856133 0,1413 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU39 
LT624765, 
LT625239, 
LT624360, 
JQ087100 
0,0814; 
0,1075; 
0,1098; 
0,1229 
Firmicutes (similar a 
Dethiosulfatibacter) 
UnkOTU40 MG856133 0,1300 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU41 MG856133 0,1347 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU42 MG856133 0,1003 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU43 MG856133 0,1229 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU44 
MG856133, 
AJ003055 
0,1154; 
0,1154 
Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU45 AB108481 0,1198 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU46 
FJ662339, 
EU626142 
0,1180; 
0,1492 
Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU47 
KY122000, 
DQ177491, 
EU642006 
0,1178; 
0,1265; 
0,1300 
Beta Proteobacteria (Burkholderiales) 
UnkOTU48 
FJ662339, 
EU626142, 
AJ003055 
0,1011; 
0,1294; 
0,1998 
Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU49 MG856133 0,1311 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU50 MG856133 0,1369 Actinobacteria, uncultured 
UnkOTU51 MG856133 0,1273 Actinobacteria, uncultured 
Las lecturas no clasificadas por QIIME fueron analizadas individualmente lanzándolas 
al Blastn y al RDP sequence match y se sacaron algunas de las secuencias más 
similares de cada una de ellas para hacer una base de datos local utilizando Bioedit 
(Hall, 1999). Posteriormente las secuencias no clasificadas se alinearon mediante 
RDP Align con las secuencias de la base de datos local y se obtuvo la matriz de 
distancias mediante DNA Dist.3.5 (disponible en Bioedit). Con la información obtenida 
del Blastn RDPSeqmatch y la matriz de distancias se le asignó la identificación más 
probable a cada OTU no clasificado. 
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K) Códigos KEGG y descripción (disponible una mayor información en la 
página web https://www.genome.jp/kegg/). 
 
Tabla 29: Códigos KEGG de las rutas metabólicas. 
Código Ruta metabólica 
ko00010 Glycolysis / Gluconeogenesis 
ko00071 Fatty acid degradation 
ko00195 Photosynthesis 
ko00261 Monobactam biosynthesis 
ko00480 Glutathione metabolism 
ko00500 Starch and sucrose metabolism 
ko00520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 
ko00521 Streptomycin biosynthesis 
ko00540 Lipopolysaccharide biosynthesis 
ko00550 Peptidoglycan biosynthesis 
ko00625 Chloroalkane and chloroalkene degradation 
ko00680 Methane metabolism 
ko00710 Carbon fixation in photosynthetic organisms 
ko00720 Carbon fixation pathways in prokaryotes 
ko00900 Terpenoid backbone biosynthesis 
ko00906 Carotenoid biosynthesis 
ko00910 Nitrogen metabolism 
ko00920 Sulfur metabolism 
ko00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 
ko01110 Biosynthesis of secondary metabolites 
ko01120 Microbial metabolism in diverse environments 
ko01130 Biosynthesis of antibiotics 
ko01200 Carbon metabolism 
ko01220 Degradation of aromatic compounds 
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ko01230 Biosynthesis of amino acids 
ko01501 Beta-Lactam resistance 
ko01502 Vancomycin resistance 
ko02010 ABC transporters 
ko02026 Biofilm formation - Escherichia coli 
ko02030 Bacterial chemotaxis 
ko02060 Phosphotransferase system (PTS) 
ko03010 Ribosome 
ko03060 Protein export 
ko03070 Bacterial secretion system 
ko04112 Cell cycle – Caulobacter 
ko05111 Biofilm formation - Vibrio cholerae 
 
Tabla 30: Códigos KEGG de las enzimas implicadas en el metabolismo del S. 
Código Descripción de la enzima Nombre 
K00380 
Sulfite reductase (NADPH) flavoprotein alpha-component 
[EC:1.8.1.2] 
CysJ 
K00381 
Sulfite reductase (NADPH) hemoprotein beta-component 
[EC:1.8.1.2] 
CysI 
K00390 
Phosphoadenosine phosphosulfate reductase 
[EC:1.8.4.8 1.8.4.10] 
CysH 
K00392 Sulfite reductase (ferredoxin) [EC:1.8.7.1] Sir 
K00394 Adenylylsulfate reductase, subunit A [EC:1.8.99.2] AprA 
K00860 Adenylylsulfate kinase [EC:2.7.1.25] CysC 
K00955 Bifunctional enzyme CysN/CysC [EC:2.7.7.4 2.7.1.25] CysNC 
K00956 Sulfate adenylyltransferase subunit 1 [EC:2.7.7.4] CysN 
K00957 Sulfate adenylyltransferase subunit 2 [EC:2.7.7.4] CysD 
K00958 Sulfate adenylyltransferase [EC:2.7.7.4] Sat 
K08352 
Thiosulfate reductase / polysulfide reductase chain A 
[EC:1.8.5.5] 
PshA 
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K08357 Tetrathionate reductase subunit A TtrA 
K11180 Dissimilatory sulfite reductase alpha subunit [EC:1.8.99.5] DsrA 
K11181 Dissimilatory sulfite reductase beta subunit [EC:1.8.99.5] DsrB 
K16936 
Thiosulfate dehydrogenase [quinone] small subunit 
[EC:1.8.5.2] 
DoxA 
K16952 Sulfur oxygenase/reductase [EC:1.13.11.55] Sor 
K17222 Sulfur-oxidizing protein SoxA SoxA 
K17223 Sulfur-oxidizing protein SoxX SoxX 
K17224 S-sulfosulfanyl-L-cysteine sulfohydrolase [EC:3.1.6.20] SoxB 
K17225 Sulfane dehydrogenase subunit SoxC SoxC 
K17226 Sulfur-oxidizing protein SoxY SoxY 
K17227 Sulfur-oxidizing protein SoxZ SoxZ 
  
Tabla 31: Códigos KEGG de las enzimas implicadas en el metabolismo del N. 
Código Descripción de la enzima Nombre 
K00360 
Assimilatory nitrate reductase electron transfer subunit 
[EC:1.7.99.-] 
NasB 
K00362 Nitrite reductase (NADH) large subunit [EC:1.7.1.15] NirB 
K00363 Nitrite reductase (NADH) small subunit [EC:1.7.1.15] NirD 
K00366 Ferredoxin-nitrite reductase [EC:1.7.7.1] NirA 
K00367 Ferredoxin-nitrate reductase [EC:1.7.7.2] NarB 
K00368 Nitrite reductase (NOX-forming) [EC:1.7.2.1] NirK 
K00370 
Nitrate reductase / nitrite oxidoreductase, alpha subunit 
[EC:1.7.5.1 1.7.99.-] 
NarG 
K00371 
Nitrate reductase / nitrite oxidoreductase, beta subunit 
[EC:1.7.5.1 1.7.99.-] 
NarH 
K00372 Assimilatory nitrate reductase catalytic subunit [EC:1.7.99.-] NasA 
K00373 
Nitrate reductase molybdenum cofactor assembly chaperone 
NarJ/NarW 
NarJ 
K00374 Nitrate reductase gamma subunit [EC:1.7.5.1 1.7.99.-] NarI 
K00375 GntR transcriptional regulator / MocR family aminotransferase K00375 
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K00376 Nitrous-oxide reductase [EC:1.7.2.4] NosZ 
K00531 Nitrogenase delta subunit [EC:1.18.6.1] AnfG 
K01455 Formamidase [EC:3.5.1.49] E3.5.1.49 
K01501 Nitrilase [EC:3.5.5.1] E3.5.5.1 
K02305 Nitric oxide reductase subunit C NorC 
K02586 Nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain [EC:1.18.6.1] NifD 
K02587 Nitrogenase molybdenum-cofactor synthesis protein NifE Knife 
K02588 Nitrogenase iron protein NifH NifH 
K02589 Nitrogen regulatory protein PII 1 nifHD1 
K02590 Nitrogen regulatory protein PII 1 nifHD2 
K02591 Nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain [EC:1.18.6.1] NifK 
K02592 Nitrogenase molybdenum-iron protein NifN NifN 
K02593 Nitrogen fixation protein NifT NifT 
K04561 Nitric oxide reductase subunit B [EC:1.7.2.5] NorB 
K10535 Hydroxylamine dehydrogenase [EC:1.7.2.6] Hao 
K15864 
Nitrite reductase (NO-forming) / hydroxylamine reductase 
[EC:1.7.2.1 1.7.99.1] 
NirS 
 
Tabla 32: Códigos KEGG de transportadores de membrana tipo ABC. 
Código Sustrato transportado Nombre 
K02010 Fe+3 AfuC 
K02011 Fe+3 AfuB 
K02012 Fe+3 AfuA 
K02036 PO43- PstB 
K02037 PO43- PstC 
K02038 PO43- PstA 
K02039 PO43- PhoU 
K02040 PO43- PstS 
K02045 SO4-2 CysA 
K02046 SO4-2 CysU 
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K02047 SO4-2 CysW 
K02048 SO4-2 CysP 
K05845 Osmoprotectant OpuC 
K05846 Osmoprotectant OpuBD 
K05847 Osmoprotectant OpuA 
K10823 Oligopeptide OppF 
K11604 Mn/Fe Sita 
K11605 Mn/Fe SitC 
K11606 Mn/Fe SitD 
K11607 Mn/Fe SitB 
K11707 Mn/Zn/Fe TroA 
K11708 Mn/Zn/Fe TroC 
K11709 Mn/Zn/Fe TroD 
K11710 Mn/Zn/Fe TroB 
K15580 Oligopeptide OppA 
K15581 Oligopeptide OppB 
K15582 Oligopeptide OppC 
K15583 Oligopeptide OppD 
 
Tabla 33: Códigos KEGG de transportadores de membrana no ABC. 
Código Finalidad Nombre 
K03284 Mg+2 CorA 
K03286 OmpA-OmpF porin TC.OOP 
K03293 Aa TC.AAT 
K03294 aa : polyamine antiporter TC.APA 
K03297 Small multidrug emrE, qac, mmr, smr 
K03303 Lactate LctP 
K03305 Oligopeptide TC.POT 
K03306 P TC.PIT 
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K03320 NH4+ Amt 
K03321 SO4-2 TC.SULP 
K03322 Mn+2 MntH 
K03324 P : Na+ Symporter YjbB 
K03325 As-3 ArsB 
 
Tabla 34: Códigos KEGG de otras enzimas de interés. 
Código Descripción de la enzima Nombre 
K00428 Cytochrome c peroxidase [EC:1.11.1.5] EC:1.11.1.5 
K03333 Cholesterol oxidase [EC:1.1.3.6] ChoD 
K03781 Catalase [EC:1.11.1.6] KatE 
K03782 Catalase-peroxidase [EC:1.11.1.21] KatG 
K06324 Spore coat protein A, manganese oxidase [EC:1.16.3.3] CotA 
K07217 Catalase containing Mn K07217 
K07481 Transposase IS5 family K07481 
K07483 Transposase K07483 
K07491 Putative transposase K07491 
K07493 Putative transposase K07493 
K07496 Putative transposase K07496 
K07497 Putative transposase K07497 
K01428 Urease subunit alpha [EC:3.5.1.5] UreC 
K01429 Urease subunit beta [EC:3.5.1.5] UreB 
K01430 Urease subunit gamma [EC:3.5.1.5] Urea 
K19824 Rubrerythrin FprB 
 
L) Imágenes CARD-FISH 
 
A continuación se muestran las imágenes de hibridación de las muestras 
(excepto las de las sondas de nivel de dominio; para verlas, ir al apartado 
5.6.4). Cada imagen contiene su correspondiente barra de escala (la mayoría 
son de 10 µm): 
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Figura 79: Señal de hibridación de α-Proteobacteria en Berr (A-B), P1 (C-D), Hem 
(E-F) y Mag (G-H) utilizando la sonda ALF 965. En verde la señal de Syto9; en rojo, 
la señal de CARD-FISH; en gris, la reflexión. Las barras de escala son 10 μm 
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Figura 80: Señal de hibridación de β-Proteobacteria en P1 (A-B), Hem (C-D) y 
Mag (E-F) utilizando la sonda BET 42a. En verde la señal de Syto9; en rojo, la señal 
de CARD-FISH; en gris, la reflexión. Las barras de escala son 10 μm, excepto E-F (5 
μm). 
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Figura 81: Señal de hibridación de γ-Proteobacteria en Berr (A-B), P1 (C-D), Hem 
(E-F) y Mag (G-H) utilizando la sonda GAM 42a. En verde la señal de Syto9; en rojo, 
la señal de CARD-FISH; en gris, la reflexión. Las barras de escala son 10 μm. 
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Figura 82: Señal de hibridación en P1 (A-B) y Hem (C-D) utilizando la sonda ACD 
840 (Acidiphillium sp.) y señal de hibridación en las muestras Berr (E-F) y Hem 
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(G-H) con la sonda ACI 145 (Acidovorax sp.). En verde, la señal de Syto9, en rojo la 
señal de CARD-FISH y en gris, la reflexión. Las barras de escala son de 10 µm. 
 
Figura 83: Señal de hibridación en Berr (A-B), P1 (C-D) y Hem (E-F) utilizando la 
sonda THIO820 (Acidithiobacillus sp.). En verde, la señal de Syto9; en rojo, la señal 
CARD-FISH y en gris la reflexión. Las barras de escala son de 10 µm. 
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Figura 84: Señal de hibridación de Actinobacteria en las muestras de Berr (A-B), 
P1 (C-D), Hem (E-F) y Mag (G-H) utilizando la sonda HGC 69a. En verde, la señal 
de Syto9, en rojo la señal de CARD-FISH y en gris, la reflexión. Las barras de escala 
son 10 µm en A-B-E-F y 5 µm en las imágenes C-D-G-H. 
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Figura 85: Señal de hibridación de Bacteroidetes (A-B) en Mag y Firmicutes en 
las muestras Berr (C-D), Hem (E-F) y Mag (G-H) utilizando las sondas CF 319a y 
LGC 354a + b respectivamente. En verde, la señal de Syto9; en rojo la señal CARD-
FISH y en gris, la reflexión. Las barras de escala son de 10 µm. 
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Figura 86: Señal de hibridación de Sulfobacillus sp. en las muestras de Berr (A-
B), P1 (C-D) y Mag (E-F) utilizando la sonda SUL 228. En verde, la señal de Syto9; 
en rojo, la señal de CARD-FISH y en gris, la reflexión. Las barras de escala son de 10 
µm. 
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Figura 87: Señal de hibridación de Chloroflexi en las muestras Berr (A-B), P1 (C-
D), Hem (E-F) y Mag (G-H) utilizando sondas CFX 1223 + GNSB 938 combinadas. 
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En verde, la señal de Syto9; en rojo la señal de CARD-FISH y en gris, la reflexión. Las 
barras de escala son 10 µm en A-B-E-F y 5 µm en las imágenes C-D-G-H. 
 
Figura 88: Señal de hibridación de Cyanobacteria (A-B) en Hem y señal de 
hibridación SRB en las muestras P1 (C-D), Hem (E-F) y Mag (G-H) utilizando las 
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sondas CYA 358 y SRB 385 respectivamente. En verde, la señal de Syto9; en rojo, 
la señal de CARD-FISH y en gris, reflexión. Escala: 10 µm excepto C-D (5 µm). 
 
Figura 89: Señal de hibridación de Euryarchaeota en las muestras Berr (A-B), P1 
(C-D) y Mag (E-F) utilizando la sonda EURY 803. En verde, la señal de Syto9; en 
rojo la señal de CARD-FISH y en gris, la reflexión. Las barras de escala son de 10 µm. 
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Figura 90: Señal de hibridación de Acidobacterias en las muestras Berr (A-B), 
Hem (C-D) y Mag (E-F) utilizando la sonda SS HOL 1400. En verde, la señal de 
Syto9; en rojo la señal de CARD-FISH y en gris, la reflexión. Las barras de escala son 
de 10 µm. 
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Figura 91: Señal de hibridación de Leptospirillum sp. en las muestras de Berr (A-
B), P1 (C-D), Hem (E-F) y Mag (G-H) utilizando la sonda LF 655. En verde, la señal 
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de Syto9; en rojo la señal de CARD-FISH y en gris, la reflexión. Las barras de escala 
son de 10 µm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M) XRD e ICP-MS. Datos originales obtenidos 
 
En las páginas siguientes se mostrarán primero los datos brutos obtenidos 
del XRD y posteriormente los datos brutos de los análisis semicuantitativos del 
ICP-MS. El orden que siguen en las páginas sucesivas en ambos casos son: 
Hem, Mag, Ror, Berr1, Berr2, Berr3, N-Berrocal, P1Ext, P1Int, P1Mix: 
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